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Resumo

A resisténcia aos antibidticos em bactérias Gram-negativas pode ser aumentada pela
extrusdo de antibioticos através de sistemas de efluxo. Em Escherichia coli, o principal
sistema de efluxo ¢ o AcrAB-TolC o qual tem como principal fonte energética a forga
proto-motriz. Este trabalho pretendeu estudar alguns aspectos essenciais da
bioenergética na actividade de efluxo de E. coli usando trés estirpes bem caracterizadas
genotipica e fenotipicamente. Foi utilizado um método fluorimétrico semi-automatico
no qual a fluorescéncia do fluorocromo brometo de etideo, substrato de bombas de
efluxo foi seguida, permitindo a medi¢cdo em tempo real da actividade de efluxo e
acumulagdo de fluorocromo (inibi¢do do efluxo). A utilizagdo de brometo de etideo ¢
particularmente vantajosa pois emite baixa fluorescéncia no exterior da célula
bacteriana tornando-se extremamente fluorescente no seu interior. Este método ¢ uma
nova aplicacdo do termociclador em tempo real RotorGene™ 3000 que permite o
calculo da cinética de transporte reflectindo o balango entre acumulacao de substrato
por difusdo passiva através da membrana e a sua extrusdo/efluxo, proporcionando uma
detec¢do rapida e econdmica de inibidores de efluxo.

Os resultados obtidos mostram, para todas as estirpes, que a GLU e o pH afectam a
acumulagdo e¢ o efluxo do brometo de etideo. De todos os inibidores de vias
biossintéticas testados, o ortovanadato de sodio, foi o que demonstrou maior actividade
inibitoria, a qual ¢ revertida na presenca de GLU. Em conclusao, este estudo mostra que
a actividade de efluxo de E. coli depende ndo s6 da fosforilacdo oxidativa por via da
forca proto-motriz mas também da energia proveniente da hidrdlise de ATP pelas
ATPases. O ortovanadato de sdédio tem potencial para ser um novo inibidor de bombas
de efluxo de largo espectro. A tecnologia utilizada neste trabalho demonstrou ser
apropriada para a caracterizagdo bioenergética da actividade de bombas de efluxo e

permite a seleccdo de novos inibidores de bombas de efluxo em bactérias.

v



Abstract

Antibiotic resistance in Gram-negative bacteria can be increased by extrusion of the
antibiotic through efflux systems. In Escherichia coli, the major efflux pump system is
the AcrAB-TolC which is mainly driven by energy coming from the proton motive
force. In this work was studied basic aspects of the bioenergetics of the efflux activity
of E. coli using three genotipically and phenotipically well characterized strains. It was
used the semi-automated fluorimetric method that utilizes the fluorochrome ethidium
bromide, a known fluorescent efflux pump substrate, which allows the real time
measurement of efflux activity and efflux inhibition (accumulation). Ethidium bromide
has been shown to be particularly suitable to be used as a probe because it emits weak
fluorescence outside the bacterial cell and becomes strongly fluorescent inside the cell.
This method is a new application of the RotorGene™ 3000 real-time thermocycler and
provides the sum of transport kinetics reflecting the balance between accumulation of
substrate via passive diffusion through the membrane permeability barrier and extrusion
via efflux, thereby offers a rapid and inexpensive screening of inhibitors.

The results obtained show, for all strains, that GLU and pH affects the accumulation
and efflux of ethidium bromide. From all the inhibitors of energy biosynthetic pathways
tested, sodium orthovanadate was the one that revealed the highest inhibitory activity
and this inhibitory effect was reversed by the presence of GLU in the medium. In
conclusion, this study shows the dependence of the efflux activity of E. coli on energy
from the hydrolysis of ATP by the ATPases, besides the already known dependence on
the oxidative phosphorylation, to maintain the proton motive force of the cells. Sodium
orthovanadate has potential to be a new broad range efflux-pump inhibitor. The
technology used in this work showed to be suitable for the characterization of the
bioenergetic requirements of the bacterial efflux pump activity, allowing the screening

of new efflux pump inhibitors.
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1. INTRODUCAO

1.1. Enterobacteriaceae

As bactérias entéricas pertencem a uma familia numerosa e sdo caracterizadas
fenotipicamente por serem bacilos Gram-negativos, aerdbios facultativos, nao
esporogénicos, imédveis ou moveis, com flagelos peritricos, fermentadores da glucose,
produtores de catalase e citocromo-oxidase negativo, (23, 64) com requisitos
nutricionais relativamente simples (64). Os principais géneros de microrganismos
patogénicos desta familia sdo Enterobacter, Escherichia, Salmonella, Serratia, Shigella

e Yersinia (23).

Estes microorganismos sdo responsaveis por variadas infec¢des no ser humano
(infec¢do urinaria, entérica, etc.) que se caracterizam por uma elevada morbilidade e
mortalidade.

A antibioterapia das infec¢des por Enterobacteriaceae constitui presentemente um sério
problema de Satde Publica, dada a elevada resisténcia das estirpes bacterianas aos
principais grupos de antibioticos (p-lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos),

sobretudo em ambiente hospitalar (23, 95, 100).

1.1.1. Escherichia coli

E. coli foi identificada pela primeira vez pelo pediatra Alemdo Theodor Escherich em
1885, tendo sido originalmente denominada de Bacterium coli commune. Desde 1920,
que E. coli tem sido um organismo 1til para estudos de fisiologia bacteriana, pois era
facilmente acessivel, geralmente nao patogénico, e crescia rapidamente em meios com
requisitos nutricionais simples. Por tudo isso e devido a sua enorme plasticidade
metabolica ¢ ainda hoje um aliciante modelo para estudos em microbiologia ¢ em

bioquimica microbiana (5, 101).



E. coli ¢ um bacilo Gram-negativo de 1.1 a 1.5 pm de largura ¢ 2.0 a 6.0 um de
comprimento (101). Possui flagelos dispostos em torno da célula que lhe permitem a
mobilidade. A existéncia de fimbrias ou adesinas facilitam a sua fixa¢cdo o que impede o
seu arrastamento pela urina ou fezes liquidas. O nucleoide contém uma unica molécula
de DNA circular (ja sequenciado) e o citoplasma contém um ou mais plasmideos.
Possui uma grande quantidade de ribossomas, o que ¢ uma evidéncia da elevada

capacidade de resposta metabodlica desta bactéria (52, 56).

Figura 1 - Fotografia de microscopia electronica de colénias de E. coli (x14000) (adaptado de 101).

1.1.2. Parede celular

Tal como as restantes bactérias Gram-negativas, E. coli caracteriza-se por possuir uma
parede celular complexa, constituida por regides morfologicamente definidas. A camada
mais interna ¢ a membrana plasmatica, uma bicamada que contém fosfolipidos e
proteinas de membrana, ¢ semipermeavel e regula a passagem de metabolitos para
dentro e para fora do citoplasma (73, 113), de forma a regular o pH, a pressdo osmotica
e a disponibilidade de substancias essenciais. Exteriormente a esta membrana encontra-
se a camada de peptidoglicano, que serve como um “exoesqueleto”, que mantém a
forma celular e rigidez. As bactérias Gram-negativas t€ém uma camada relativamente
fina de peptidoglicano o que confere menos rigidez comparativamente com a camada

mais espessa de peptidoglicano das bactérias Gram-positivas (113).



A camada de lipopolissacaridos (LPS) estd localizada adjacentemente a camada de
peptidoglicano, ¢ constituida por uma bicamada fosfolipidica semelhante a que constitui
a membrana plasmatica e estd ligada ao peptidoglicano por lipoproteinas. Os
polissacaridos que se estendem para fora da bicamada contribuem para a toxicidade
celular e a porgdo lipidica do LPS contém um lipido altamente téxico, conhecido por
lipido A, que ¢ responsavel pela maioria dos efeitos patogénicos associados as bactérias
Gram-negativas. As bactérias Gram-positivas ndo possuem esta membrana adicional
(73, 113). O LPS, as lipoproteinas e a associacdo dos polissacaridos formam a chamada

membrana externa (26, 73, 113).

Bomba
de
Eflaxo

Lipopolissaciid . Fosfolipides

Figura 2 — Representacio esquematica da parede celular de bactérias Gram-negativas (adaptado de 6).

O espaco entre a camada de peptidoglicano e a membrana externa ¢ o espago
periplasmatico, o qual contém proteinas hidroliticas que destroem agentes exteriores e

impede a sua penetragdo na célula (113).

A membrana externa, ¢ uma bicamada assimétrica tendo a sua composicao lipidica e
proteica um forte impacto na sensibilidade das bactérias a muitos tipos de antibioticos, ¢
comum a resisténcia a esses compostos pela ocorréncia de modificagdes dessas
macromoléculas (26), esta membrana tem como principal fung¢do servir de barreira
protectora, prevenindo a entrada de substincias toxicas, tendo por isso um impacto
importante sobre a susceptibilidade dos microrganismos a uma série de compostos

nocivos, tais como antibiéticos, desinfectantes e detergentes (26, 41, 80) ndo se tratando



no entanto de uma barreira impermeavel. Assim, existem fluxos de substancias para o
interior ¢ para o exterior da parede celular das Enterobactereaceae mediada por
proteinas especificas (81). A membrana externa ¢ bastante mais permeédvel que a
membrana plasmatica pois permite a passagem de pequenas moléculas como glucose e
outros monossacaridos para o espaco periplasmatico através de porinas, que sao
proteinas que formam canais, os quais permitem a entrada dessas moléculas na célula
(80, 113).

Em oposi¢do, as bombas de efluxo (BE) promovem o transporte de agentes quimicos
indesejaveis a célula através da membrana plasmadtica para o exterior por canais
especificos da membrana externa, o que possibilita uma diminui¢do da sua concentragao

dentro da célula (87).

Ancoradas na membrana externa encontram-se as porinas pertencentes a familia das
proteinas estruturais da membrana que formam trimeros de canais abertos (81), cheios
de agua (18, 41, 81) que permitem uma alta permeabilidade (81) através da membrana
externa das bactérias Gram-negativas (16) permitindo a difusdo ndo especifica de ides e
pequenas moléculas hidrofilicas (41, 80, 81). Em E. coli as principais porinas também
designadas de proteinas de membrana externa (Outer Membrane Proteins (OMP)) sdo a
OmpC e OmpF (81, 130) e em termos de massa sdo geralmente as proteinas mais
abundantes de E. coli (80).

Cada célula de E. coli tem cerca de 100,000 copias destas proteinas (73, 80) o que
permite a difusdo passiva de pequenos solutos polares através da membrana celular
(16). A expressdo de porinas ¢ maxima em condi¢gdes ambientais Optimas, sendo
ajustada quando necessario para minimizar a penetragdo de compostos nocivos ou
maximizar a entrada de nutrientes (80, 81, 130) ndo ocorrendo a difusdo de compostos
de grandes dimensdes o que diminui drasticamente o influxo da maioria dos antibioticos
que sdo geralmente de dimensdes maiores relativamente aos nutrientes comuns (80,
140). Para além destas porinas existem também as proteinas monoméricas, tal como a
OmpA de E. coli, que permite a difusdo lenta e ndo especifica de pequenos solutos (80,
81). O canal de porinas de E. coli diminui a pH &cido, ocorrendo o estreitamento do

canal a pH 5.4 (81).



1.1.3. Importéncia clinica e terapéutica

Reconhecido como um organismo comensal, E. coli, ¢ uma espécie de maior
importancia clinica, ocasionando frequentemente infeccdes intestinais, urindrias,
gastroenterites, pneumonias, septicemias, abcessos, entre outras (23, 101). E. coli é a
causa comum de diarreia em paises em vias de desenvolvimento e em viajantes para
esses paises. E a bactéria aerdbia facultativa predominante na flora intestinal, sendo o
ambiente natural de E. coli o tracto intestinal de humanos e animais, pertencendo ao
grupo dos coliformes fecais. A sua presenca ¢ indicadora de contaminagao fecal na agua
e nos alimentos (52, 101, 64). As infec¢des intestinais causam frequentemente diarreia
em lactentes (52), em criangas e em imunocomprometidos, podendo causar infecc¢des
mais graves, associadas a alta morbilidade e mortalidade. Para estes grupos de
pacientes, a terapia antimicrobiana ¢ necessaria, devendo ser feito com cefalosporinas

de largo espectro ou fluoroquinolonas (95).

1.1.4. Mecanismos de ac¢ao, e resisténcia

Os agentes antimicrobianos sdo substancias que inibem o crescimento microbiano ou
eliminam o microorganismo. Entre estes fazem parte, para além dos antibidticos (de
origem natural), os compostos produzidos sinteticamente (24). A propriedade mais
importante que os agentes antimicrobianos devem possuir para terem utilidade clinica, ¢
a presenca de uma toxicidade selectiva que lhes permita inibir ou eliminar o
microorganismo sem ter um efeito toxico no hospedeiro ao qual sdo administrados (24,
55, 136). Existe, contudo, uma ma utilizacao dos antibidticos, nomeadamente a auto-
medicacdo, o desconhecimento do mecanismo de ac¢do dos antibioticos, utilizagao
excessiva dos mesmos, aumento da quantidade destes compostos na alimentagdo
animal, entre outros, que tem como principal consequéncia o aparecimento das bactérias
multirresistentes dificeis de combater (118), ou seja, resistentes a trés ou mais classes de
antibioticos diferentes (96, 118). Deste modo, infecgdes que anteriormente eram

facilmente controlaveis passam a ser praticamente impossiveis de tratar.



Os antibidticos podem ser classificados segundo varios critérios sendo a mais comum a
que usa o seu mecanismo de ac¢do como critério de classificacao (59, 118, 134): a)
Inibidores da sintese da parede celular — actuam produzindo defeitos estruturais na
parede interferindo no processo de replicagcdo celular (eg. penicilinas e derivados); b)
Inibidores da membrana celular — desorganizam a estrutura das membranas das
bactérias (eg. polimixina); c) Inibidores da sintese de acidos nucleicos - afectam a
sintese de DNA ou RNA, ou ligam-se a estes de tal forma que a mensagem nao pode ser
lida pelas proteinas descodificantes (eg. quinolonas e rifampicinas); d) Inibidores
competitivos — agentes quimioterapéuticos sintéticos que interferem com fungdes
metabolicas na célula (eg. sulfamidas); ) Inibidores da sintese proteica — inibidores de
etapas no processo de tradugdo, provocando uma paragem na sintese proteica,
consequentemente no crescimento levando a eliminacdo da célula bacteriana (eg.

cloranfenicol, tetraciclinas ¢ macrolidos).

Entre os antibidticos disponiveis para o tratamento de infeccdes a E. coli, os que mais
sdo prescritos na pratica clinica sdo, as sulfonamidas, fluoroquinolonas, ampicilina,
cefalosporinas ¢ aminoglicosideos (15). O conjunto de antibidticos mais comum para o
tratamento das infec¢des a E. coli (sobretudo as urinarias) ¢ uma combinagdo de
sulfonamida e trimetoprim, amoxacilina, ciprofloxacina e outras quinolonas. No
entanto, a amoxacilina hoje em dia tem-se tornado ineficaz no combate as infecgdes
urinarias, pelos padrdes de resisténcia observados em infec¢des causadas por E. coli. Os
aminoglicosideos e as cefalosporinas sao também frequentemente utilizados na pratica
clinica tendo sido provado que regimes terapéuticos de longa duragdo, sdo tdo efectivos

como os de curta duragdo (trés dias) usando antibidticos de largo espectro (95).

A resisténcia aos antibidticos surge quando a bactéria se altera genética e
fisiolégicamente tornando os antibidticos menos efectivos ou completamente
inefectivos no seu combate. Assim, a resisténcia ao antibidtico descreve a capacidade da
bactéria para sobreviver ou se multiplicar na presenca de uma concentragdo de
antibiotico que previamente lhe seria letal, ou pelo menos que seria suficiente para

inibir o seu crescimento (98).



Os principais mecanismos para a resisténcia das bactérias aos antibioticos sao: a)
alteragdo da molécula alvo, como por exemplo o utilizar de outro enzima pela bactéria
para desempenhar a mesma fun¢do que o enzima alvo do antibidtico; b) decomposi¢ao
ou inactivagdo enzimdtica do antibidtico por enzimas hidroliticas especificas; c)
diminui¢do da capacidade de penetracdo do antibidtico na bactéria; d) Bombear do
antibiodtico para o exterior mais rapidamente do que este entra na bactéria; €) mutagao
espontanea e recombinacdo genética que criam variabilidade sobre a qual actua a
seleccdo natural e f) aquisicdo de elementos genéticos moéveis (plasmideos, transposdes,
bacteridfagos), que podem transportar genes que codificam determinantes de resisténcia

(Figura 3) (39, 55, 59, 83, 118).
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Figura 3 — Representacao esquematica dos principais mecanismos de resisténcia a antibidticos. a)
alteragdo da molécula alvo, b) inactivagdo enzimatica do antibidtico, ¢) diminui¢do da capacidade de
penetracdo do antibiotico, d) efluxo, ¢) mutagdes, f) aquisi¢do de elementos genéticos moveis (adaptado

de 59).

Na presenca desta multiplicidade de mecanismos de resisténcia sabe-se hoje que a
multirresisténcia emerge sobretudo nos casos de doentes sob antibioterapia prolongada,
como por exemplo, um doente com infecgdes urindrias ou do trato respiratério de

repeticdo que sdo sujeitos a antibioterapia repetida ao longo do tempo. O abuso do



tratamento empirico com antibioticos, muitas vezes de largo espectro, sem antes ter sido
identificado o organismo ¢ o seu perfil de resisténcia aos farmacos, conduz a eliminagao
da flora susceptivel comensal e ao aparecimento de reservatorios de estirpes
multirresistentes sobretudo de bactérias comensais como E. coli. Os factores ambientais,
alimentares ¢ o abuso de desinfectantes domésticos ¢ outros agentes antibacterianos,
também sdo apontados como potenciadores de multirresisténcia, embora sejam escassos
os estudos de correlacdo directa entre a emergéncia de estirpes multirresistentes em
animais, na agricultura e dgua, e as infec¢gdes em humanos (3). Ao se proporcionar
condi¢cdes para uma presenca constante de concentragdes sub-terapéuticas e sub-
inibitorias de antibiotico numa determinada populagcdo bacteriana, esta situacao ira
conduzir a selec¢do da resisténcia e um dos principias mecanismos de reaccdo imediata
a ac¢do antibiotica € a activagdo dos sistemas de efluxo.

O efluxo de antibioticos s6 recentemente foi aceite como um possivel mecanismo de
resisténcia nas infec¢des bacterianas, embora ja tenha sido descrito em 1978 com a
descoberta de proteinas de transporte de membrana em bactérias Gram-negativas que
excluem tetraciclinas de E. coli (58). Desde entdo chegou-se a conclusdo que este
mecanismo estd presente na maioria das bactérias patogénicas, sendo responsavel pela
sua sobrevivéncia na presen¢a de determinadas concentragcdes de antibidticos e outras

toxinas (96).

1.2. Sistemas de efluxo e sua presenca em E. coli

As proteinas de efluxo de multiplos agentes quiomioterapéuticos sdao proteinas
especificas de transporte para o exterior das células que se encontram codificadas nos
plasmideos ou no cromossoma bacteriano podendo ser especificas, facilitando o efluxo
de exclusivamente um substrato, ou pelo contrario, transportar uma variedade de classes
de substratos, como no caso da familia das tetraciclinas, ou podem ser nao especificas
quando apresentam uma grande especificidade para compostos quimicos que ndo tém
qualquer relacdo estrutural, estas designam-se de bombas de resisténcia a multiplos

compostos (MDR, do inglés “Multi Drug Resistance”) (21, 96).



Verificou-se que existem BE tanto em procariontes como em eucariontes, sendo que a
primeira observacao do efluxo de agentes quimioterapéuticos em eucariontes se refere
ao aparecimento de resisténcia a citostaticos em linhas celulares neoplasicas com P-
glicoproteina. Algumas das BE ndo s3o apenas responsaveis pela extrusao de agentes
quimioterapéuticos mas também compostos como a hemolisina em E. coli (38), ou
esteroides como a progesterona e o cortisol ou ainda exportar adesinas, toxinas e outras
proteinas importantes para a colonizagdo e infec¢do de células humanas e animais (30).
O efluxo estd envolvido na baixa susceptibilidade intrinseca, resisténcia cruzada a
moléculas de classes quimicas ndo relacionadas, e selec¢do / aquisicdo de mecanismos

de resisténcia adicionais (65).

Com base no critério bioenergético e estrutural, as BE podem ser catalogadas em duas
grandes classes: os transportadores activos primarios pertencentes a superfamilia ABC
(do inglés, “Adenosine Triphosphate (ATP)-binding cassette”), que usam a energia da
hidrélise do ATP; e os que utilizam o gradiente transmembranar electroquimico de
protdes e sodio, para transportar os antibioticos para fora da célula, constituindo os

sistemas de transporte secundarios (87, 95, 98).

Os transportadores da classe dos transportadores activos secundarios englobam quatro
familias fundamentais de BE ¢ a sua caracterizagdo estrutural e bioquimica depende do
numero de regides transmembranares proteicas, nimero de componentes da bomba, da
fonte de energia utilizada e do tipo de substratos que a bomba exporta (61, 106). Assim

temos:

Superfamilia “major facilitator” (MFS).

Familia “multidrug and toxic compound extrusion” (MATE).

Familia “small multidrug resistance” (SMR).

Superfamilia “resistance nodulation division” (RND).

As BE podem também classificar-se como sistemas multicomponentes ou sistemas
constituidos apenas por um componente. Os sistemas multicomponentes, existentes em

bactérias Gram-negativas, sdo constituidos por uma proteina membranar de fusdao MFP



(do inglés,”Membrane Fusion Protein”), uma proteina membranar externa OMP (do
inglés, “Outer Membrane Protein”) e uma proteina transportadora (53, 55). Estas
bombas permitem o transporte dos compostos para o espaco extracelular através da
parede celular. No caso das BE com apenas um componente, presentes em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, os compostos sao transportados apenas através da
membrana plasmatica, sendo eliminados para o meio extracelular no caso das bactérias

Gram-positivas, ou para o espago periplasmatico no caso das bactérias Gram-negativas

(53).
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Figura 4 — Representacio esquematica e simplificada das cinco familias de bombas de efluxo
bacterianas (MFS, SMR, MATE, RND, ABC) (adaptado de 53). Legenda: ATP: adenosina trifosfato;

ADP: adenosina difosfato; P;: fosfato inorganico.

1.2.1. Superfamilia “ATP-binding cassette” (ABC)

Os transportadores da classe “ATP-binding cassette superfamily” (ABC), sao
complexos multi-proteicos (formando um canal de transporte pela membrana
citoplasmatica) e proteinas citoplasmaticas com actividade de ATPases, utilizando a

energia da hidrolise do ATP para transportar através de membranas biologicas uma
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variedade de substratos que incluem agtcares, aminoacidos, ides, antibidticos, proteinas
e polissacaridos, e estdo envolvidos no efluxo de toxinas, metabolitos e agentes
quimioterapéuticos (9, 10, 104) (Figura 4). Um dos transportadores ABC mais bem
estudados ¢ a P- glicoproteina dos mamiferos (P-gp, MDR1), cuja sobre-expressao
confere resisténcia aos compostos citotdéxicos usados na quimioterapia (97, 112). Em E.

coli, um representante desta superfamilia € o transportador de macrolidos MacB (10).

1.2.2. Superfamilia "Major Facilitator" (MFS)

A superfamilia “major facilitator” (MFS) (Figura 4) compreende mais de 300 proteinas,
que se encontram agrupadas em, pelo menos, 17 familias (104). Estes transportadores
estdo presentes tanto em eucariontes como em procariontes, sendo responsaveis por
resisténcia a compostos antimicrobianos, pela entrada na célula de agucares,
intermediarios do ciclo de Krebs e oligossacéaridos, assim como pela realizacdo do
antiporte e simporte de diversos compostos (90, 104). De entre os sistemas de efluxo de
compostos antimicrobianos mais estudados desta superfamilia fazem parte EmrAB-

TolC de E. coli, QacA/B e NorA de Staphylococcus aureus (53, 83).

1.2.3. Familia ""Multidrug and Toxic Compound Extrusion" (MATE)

As proteinas pertencentes a esta familia t€ém uma topologia membranar semelhante as
proteinas da superfamilia MFS, embora as suas sequéncias ndo sejam homologas.
Foram encontradas duas fontes de energia para as BE da familia MATE (Figura 4), a
forga proto-motriz (FPM) e o gradiente de sddio transmembranar, estando o efluxo de
compostos associado com o influxo de so6dio. A familia de transportadores MATE ¢ a
mais recentemente descrita e por isso a menos bem caracterizada, no entanto esta
situagdo estd a mudar rapidamente, pois esta familia tem um papel importante na
resisténcia a antibidticos em organismos patogénicos clinicamente relevantes (53).
Desta familia fazem parte as BE YdhE de E. coli, MepA de S. aureus, ¢ NorM de

Neisseria meningitidis (98).
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1.2.4. Familia "Small Multidrug Resistance" (SMR)

Esta familia ¢ composta pelas mais pequenas proteinas de transporte membranar
conhecidas (83), sendo energizadas pela FPM (104). A familia SMR (Figura 4) consiste
em duas subfamilias filogenéticas. Membros de uma subfamilia conferem MDR e
catalizam o efluxo de compostos através de um mecanismo de antiporte, no entanto
membros de outra subfamilia aparentemente ndo conferem resisténcia nem catalisam
um mecanismo de antiporte. S3o parte integrante desta familia os transportadores de
efluxo EmrE de E. coli, e Smr de S. aureus, os quais efluxam corantes, antibioticos e
catides (53). O EmrE de E. coli ¢ um transportador de multiplos compostos que

contribui para a resisténcia ao brometo de etideo (83).

1.2.5. Superfamilia '""Resistance Nodulation Division' (RND)

Embora existam representantes de todas as familias, as BE encontradas com maior
frequéncia em bactérias Gram-negativas pertencem a superfamilia RND (Figura 4) (53,
98). Estas possuem uma estrutura tripartida composta pela MFP, localizada no espago
periplasmatico, a OMP, embebida na membrana externa e, na membrana citoplasmatica,
encontra-se a proteina transportadora. Os genes que codificam as bombas da familia
RND localizam-se geralmente no cromossoma, embora tenha ja sido identificada a sua
presenca em plasmideos. Os sistemas de efluxo RND transportam varios substratos, por
antiporte substrato / H', conferindo multirresisténcia (83).

Em E. coli foram ja identificados e caracterizados sistemas de efluxo da familia RND,
dos quais sdo exemplo AcrAB, AcrEF, AcrD, YhiUV e MdtABC. A actividade das
bombas AcrEF, YhiUV e MdtABC nao resulta num aumento significativo da resisténcia
aos antibioticos, embora a sua sobre-expressdo em estirpes mutantes se traduza em
resisténcia a alguns compostos como fluoroquinolonas, aminoglicosideos e
eritromicina, respectivamente. AcrD, associada as proteinas AcrA e TolC, esta
relacionada com o efluxo de aminoglicosideos, novobiocina e sais biliares (53). A
bomba AcrAB-TolC (Figura 4) ¢ a que representa maior expressao em E. coli, estando

associada ao efluxo de uma grande variedade de substratos, onde se incluem varias
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classes de antibioticos, brometo de etideo (EtBr), acidos gordos e solventes organicos

(83).

O sistema de efluxo AcrAB-TolC apresenta na sua estrutura a MFP AcrA, que ¢ uma
proteina “adaptadora” periplasmica, a proteina transportadora AcrB e a OMP TolC (29,
74, 83). A proteina AcrB transporta diferentes substratos, dos quais sdo exemplo
solventes orgénicos, corantes, catides hidrofobicos como o EtBr (106), detergentes e
antibioticos (29). O transporte destes ultimos ¢ responsavel, ainda que associado a

outros mecanismos, pelo fenotipo de multirresisténcia de estirpes de E. coli (29, 95).
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Figura 5 — Representacio esquematica do sistema de efluxo tripartido AcrAB-TolC de E. coli
(adaptado de 99).

A proteina AcrB apresenta uma estrutura tipica das proteinas transportadoras da familia
RND, mencionada acima. Esta estrutura foi determinada por cristalografia de raios-X a
3.5 A, revelando um trimero composto por uma regiio transmembranar e uma
protuberancia que se estende ao citoplasma (29, 74). A sua parte superior apresenta-se
aberta, de forma semelhante a um funil, e ligada por um poro ao dominio inferior, que
se abre numa cavidade central na superficie da membrana. Na cavidade central foi

revelada, através de estudos de co-cristalizagdo, a ligagdo de substratos com estruturas
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distintas. A presenca no local de ligacdo de uma componente lipidica e de uma

componente proteica, poderd explicar essa diversidade de substratos (91, 140).

A estrutura da proteina AcrB apresenta também trés aberturas (vestibulos) ao nivel da
superficie externa da membrana plasmatica. Estes vestibulos, ligados a cavidade
existente no centro do trimero, supdem-se envolvidos no transporte de substratos a
partir do citoplasma ou do folheto externo da membrana citoplasmatica (29, 74). A
apoiar esta hipdtese estd o transporte por parte do sistema AcrAB-TolC, de substratos
que ndo atravessam a membrana citoplasmatica, tais como os compostos B-lactdmicos
(140).

A ligagdo a AcrA e a TolC da proteina AcrB, permite o transporte de substratos num
mecanismo que envolve a interac¢do da parte superior, em forma de funil, desta
proteina com a parte inferior de TolC. Por outro lado, AcrA estara envolvido na
estabilizacdo da ligacdo entre AcrB e TolC. A remoc¢do de substratos, quer do
citoplasma, quer do espaco periplasmdtico, envolve ainda alteracdes conformacionais de
AcrA e AcrB. Estas proteinas, permanentemente ligadas, alteram a sua conformagao por
ligacdo aos substratos, de forma a estabelecer a ligagdo a TolC. Esta OMP fara entdo a
conducao dos substratos para o espaco extracelular, a partir da cavidade central (55).

A funcado da BE AcrAB-TolC, assim como a dos restantes sistemas de efluxo, ainda nao
estd totalmente esclarecida, mas sabe-se estar relacionada com a adaptacdo a ambientes
desfavoraveis, sendo disso exemplo o transporte de sais biliares, presentes a nivel
intestinal, pelo sistema AcrAB-TolC de E. coli (53). A multirresisténcia por efluxo
através da bomba AcrAB-TolC, envolve antibioticos como B-lactdmicos lipofilicos,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, dcido nalidixico, rifampicina, macrolidos e cloranfenicol
(53, 95, 98).

A juncao dos dois mecanismos, efluxo e diminuicdo de permeabilidade, contribui para

niveis elevados de resisténcia (53, 130).

Em E. coli foram identificadas 30 BE (84, 104; 126). As bombas melhor estudadas em
E. coli sao transportadores primdrios da superfamilia ABC, as quais sdo sobretudo
transportadores de agucares e outros nutrientes (97), sendo que nove transportadores

secundarios foram descritos como sendo capazes de bombear multiplos substratos para
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o meio extracelular, quando expressos em niveis elevados. Os mais importantes sdao a
EmrD, MdfA e EmrB pertencentes a superfamilia MFS; a AcrB, AcrD, AcrF e YhiV
que pertencem a familia RND e a EmrE e a TehA que sdo membros da familia SMR (7,
60, 84, 125, 126).

Como anteriormente referido a resisténcia por ac¢ao de BE, constitui uma das causas de
resisténcia encontradas nos isolados clinicos, sendo caso paradigmatico a sobre
expressdo de BE da familia RND em Enterobactereaceae (83). Por este motivo, torna-
se essencial o estudo mais aprofundado destas BE, da sua estrutura e substratos, e em
particular neste trabalho procuramos compreender as suas condicionantes
bioenergéticas, de forma a ser possivel no futuro testar novas moléculas que possam vir
a constituir novos antibidticos e/ou compostos que ajudem a restabelecer a eficacia dos
antibidticos usados na pratica clinica. Tem-se realizado muitos estudos in vitro, onde se
utilizam compostos designados como inibidores de bombas de efluxo (IBEs), que
actuam bloqueando o efluxo e desta forma conduzem a uma redugdo da concentragdo
minima inibitéria (CMI) dos antibioticos para os isolados clinicos MDR em laboratorio.
Vérios compostos ndo antibidticos tém sido utilizados no sentido de se obter uma
reversao ou diminui¢do da resisténcia aos antibioticos. Os efeitos desejados do uso dos
IBEs sao: a) diminui¢do da resisténcia intrinseca da bactéria aos antibioticos; b)
reversdo da resisténcia adquirida mesmo em estirpes altamente resistentes com
multiplos alvos e ¢) reduzir a frequéncia da emergéncia de estirpes mutantes (66).
Embora sejam compostos com eficacia comprovada in vitro, ainda apresentam grandes
limitagdes a sua transposi¢do para a pratica terapéutica pois, na sua grande maioria,
desconhece-se o seu mecanismo de ac¢do e muitos sdo toxicos para o hospedeiro nas
concentragdes usadas in vitro.

Embora estes compostos revelem capacidade de diminuir a CMI in vitro de muitos
antibioticos, através de uma actuagdo sinérgica com estes, tem-se vindo a verificar que
os IBEs descritos até a data ndo tém uma actividade inibitéria especifica sobre uma ou
mais bombas. Ao invés os IBEs actuam segundo um de dois possiveis modos de acg¢ao:
a) como inibidores competitivos dos substratos da bomba, como ¢ o caso do PBAN (L-
Phe-L-Arg-p-naphthylamide) ao inibir bombas RND de Enterobactereaceae (63, 67);

ou b) como depletor da energia para o efluxo activo, seja ele baseado na energia vinda
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da diferenca de potencial protonico ou FPM, tipica da accao do CCCP sobre as bombas
RND das Enterobactereaceae, ou baseado na hidrélise do ATP, como ¢ tipico de

inibidores como a reserpina sobre bombas ABC (66, 88).

Assim, ¢ objecto de estudo neste trabalho a relagdo entre as vias produtoras de energia
para o transporte de substratos em E. coli (o nosso modelo de estudo), o efluxo de
antibioticos e o estudo de compostos inibidores de actividades celulares produtoras de
energia para o transporte como potenciais IBEs. Para este fim hd que compreender as
duas principais fontes de energia metabdlica para o transporte celular, a energia
proveniente da hidrolise do ATP e a energia proveniente da FPM, e sobretudo a forma
como estas duas fontes de energia metabolica se interligam e cooperam para manter as

actividades de transporte celular.

1.3. Bioenergética bacteriana

Um dos principais objectivos de qualquer ser vivo ¢ a obtencdo de energia para a sua
sobrevivéncia. De acordo com a teoria heterotrofica, os primeiros seres vivos seriam
procariotas heterotréficos que viviam em meio aquatico, donde retiravam os nutrientes
que eram formados na atmosfera e acumulados nos lagos e oceanos primitivos. Devido
a sua simplicidade, estes seres vivos utilizavam processos rudimentares para retirar
energia dessas moléculas. Esse mecanismo seria semelhante a fermentacdo actual e
apenas ha 2 mil milhdes de anos, terdo surgido os primeiros organismos autotréficos,
procariotas capazes de produzir a sua propria energia através da fotossintese. Este
processo revolucionario, a fotosintese, além de permitir a sobrevivéncia dos seres
autotroficos, também serviu de base a sobrevivéncia dos seres heterotroficos, que
passaram a alimentar-se dos primeiros, bem como levou a acumulag¢ao de oxigénio na
atmosfera terrestre, permitindo a alguns procariotas usar o poder oxidante dessa

molécula para retirar mais energia dos nutrientes, através da respiragcdo aerobia (64).
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Assim, os organismos heterotréficos aerdbios como E. coli retiram energia das mais
diversas moléculas organicas (agucares, aminodcidos, acidos gordos, etc.) através de um
processo de catabolismo que se inicia na glucose, processo que ocorre em praticamente
todos os seres vivos, denominado de glicolise, também designado por via de Embden-
Meyerhof-Parnas, mesmo que complementada com outras reacgdes, o que parece
confirmar que devera ter sido o primeiro fendmeno eficiente de producao de energia em
células (64, 75). A glicdlise ocorre no citoplasma e consiste na degradacdao da glucose
em acido piravico, ¢ designada a fase anaerobia da respiracdo pois ¢ exactamente igual
ao processo que decorre na fermentagdo, ao que se segue a descarboxilagdo oxidativa
pelo ciclo dos acidos tricarboxilicos ou ciclo de Krebs. Por fim a cadeia respiratoria ou

cadeia transportadora de electrdes consiste na transferéncia dos electrdes, libertados

Membrana Llembrata

Citoplasma  Intera Fxterna durante a oxidagdo da glucose, para o

Proteina de oxigénio, aceitador final destes electroes,

transporte

Flagelo O qual fica carregado negativamente e
combina-se com os protdes em solugdo,
originando 4gua. Esta transferéncia para
além de formar agua, liberta energia, que
¢ capturada ao nivel dos citocromos

Proteinas através do processo de fosforilagdo

de tr tt idati a
B transporte oxidativa que gera ATP por accdo da

enzima F;Fo-ATPase (31, 62, 64, 75).
Deste modo, a energia disponivel na
]\\ célula que garante a sua sobrevivéncia

I("'I \ que, para o objectivo deste trabalho,

Flagelo garante a energia necessaria para o

transporte de substratos, ¢ gerada,
FiF o &TPaze

- armazenada e disponibilizada através

Froteina de transporte desta enzima essencial a bioenergética
celular.

Figura 6 — Representaciio da membrana citoplasmatica de E. coli com a maquinaria necessaria a

producio de ATP [cadeia de transporte electronico (ETC), citocromos, F-ATPase] e potencial de

membrana (AY). O AY fornece a energia electroquimica para as proteinas de transporte e para o

movimento flagelar (adaptado de 75).

17



1.3.1. ATPases, gradiente electroquimico de protoes e for¢ca proto-motriz (FPM)

As conversdes energéticas sdo comuns a todas as formas de vida. A degradacdo de
nutrientes em animais ou bactérias ou a fotossintese em plantas, culmina com a
produgdo de ATP, a molécula universal de transferéncia de energia (27) que suporta
quase todas as actividades celulares que requerem energia. O ATP ¢ a fonte de energia
primdria para o transporte de solutos e macromoléculas através de membranas
citoplasmaticas (97). A sintese de ATP ¢ uma das principais reac¢des quimicas no

mundo biologico (139).

ATPases ou estruturas semelhantes sdo encontradas em todos os organismos que
sintetizam ou hidrolisam ATP acoplado com a translocacdo de protdes (14). Existem
diferentes tipos de ATPases, as quais podem diferir na estrutura, no tipo de ides que
transportam e na funcdo (sintese e/ou hidrélise de ATP). As ATPases podem ser
agrupadas em quatro tipos distintos, P, F, V e ABC, com as trés primeiras designadas ha
mais de 20 anos atrds e as do tipo ABC (vide seccdo 1.2.1.) descritas mais
recentemente. Estes quatro tipos tém em comum o facto de existirem inseridas e
transportarem pelo menos um atomo ou molécula através de membranas bioldgicas
acoplado com a hidrolise de ATP. De facto, sdo nano-maquinas (tipo P e ABC) ou

duplas nano-maquinas (tipo F e V) (Figura 7) (93).

As FFo-ATPases estdo presentes nas membranas de bactérias, mitocondrias e
cloroplastos (17, 27, 33), e as V,Vo-ATPases (ATPases vacuolares) presentes em
vacuolos intracelulares de células eucariotas (25, 33, 93), em vesiculas intracelulares de
leveduras, plantas e animais (25). Assim, as ATPases estdo presentes em todos os
dominios da vida, tendo surgido de um ancestral comum, mas evoluiram em classes
distintas de ATP sintetases/ATPases (33). Todas as ATPases, incluindo as de
mitocondria e cloroplastos, partilham similaridades mecénicas e estruturais (25). A
distribuicdo tdo abrangente das F;Fo-ATPases em mitocondrias e cloroplastos dos
eucariotas e nas membranas celulares de eubactérias demonstra a sua grande

importancia.
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Figura 7 - Estrutura das ATPases de transporte.
F-ATPase ¢ V-ATPase (adaptado de 79); P-ATPase e Transportador ABC (adaptado de Functional
Membrane Proteomics, site: http://www.sfb628. uni-frankfurt.de/ acedido em Agosto de 2010).

Assim, as FFo-ATPases (Numero EC 3.6.1.34) (também denominada de F;Fo-ATP
sintetase, ATP sintetase, F-ATPase ou simplesmente ATPase) de bactérias tém duas

importantes fungdes fisioldgicas (25):
i) usam um gradiente proténico (Apy') € o potencial de membrana (Ay) associado para

sintetizar ATP a partir de ADP e fosfato inorganico (P;) na etapa final da fosforilagao

oxidativa (17, 46),
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i1) podem reverter a sua ac¢cdo funcionando como ATPase para catalisar a hidrolise de
ATP (17) quando necessario para gerar um gradiente electroquimico transmembranar de

protdes requerido para a locomocgao, consumo de nutrientes e outras fungdes (135).

As F-ATPases consomem um gradiente electroquimico de protdes (H') para sintetizar
ATP, ou hidrolisam ATP para construir um gradiente de H'. As V-ATPases constroem
um gradiente de H' através da membrana catalisando a hidrolise de ATP para
transportar solutos e baixar o pH no interior dos organelos, ndo funcionando em

condigdes fisioldgicas de forma reversivel (42).

/?" Membrana Interna

|f {/ Citoplasma

—»

Figura 8 — Representacdo esquematica da funcio fisiologica da F-ATPase (adaptado de 62).

Neste trabalho, dedicamos especial aten¢do as ATPases do tipo F. A F;Fo-ATPase ¢ a
enzima chave na interconversao energética celular (17). A enzima é composta por dois

dominios estrutural e funcionalmente distintos:

1) o dominio Fp (também denominado Fo-ATPase) hidrofobico, intrinseco na

membrana, o qual estd envolvido na translocacdo de protdes através da membrana;

11) o dominio hidrofilico, extrinseco/periférico F; (também denominado F;-ATPase) que

contém os locais cataliticos para a sintese e hidrolise de ATP (25, 42, 47, 51, 115).
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Por outro lado, F; e Fp estao ligados por um veio central € um veio periférico (27).
Quando F; e Fo estao acoplados através de interacgdes hidrofobicas e electroestaticas, o
complexo F;Fo pode funcionar como ATPase ou como ATP sintetase (25). Os dominios
F, e Fo podem funcionar separadamente, no entanto, a sintese de ATP requer que as

subunidades F; e Fp estejam ligadas (14, 17).

Figura 9 - Estrutura da F,Fo-ATPase de E. coli (adaptado de 135).

A FFo-ATPase usa a rotagdo fisica das suas proprias sub-unidades como um passo da
catdlise — um mecanismo diferente dos de qualquer outra enzima conhecida, pois a
rotacdo ndo ¢ um mecanismo celular preferencial (139).

E possivel definir a F{Fo-ATPase como um sistema que funciona como um complexo
de dois motores rotacionais acoplados (Figura 9) (33, 139); um no dominio F;, que
executa a tarefa de sintese e hidrélise de ATP (51) com os movimentos de um rotor
interno, ¢ outro no dominio Fo, que liga a translocagdo de protdes com os movimentos
deste rotor Fo (17). Cada um destes dominios funciona como um motor rotacional
reversivel, com direc¢des de rotagdo opostas (139) e trocam energia com o motor

oposto através de rotagdo mecanica do veio central (27).
Quando F; ¢ separado de Fo, ¢ consequentemente dissociado da geragdo de FPM (51),

passando F; apenas a catalisar a hidrolise de ATP (25, 51, 139). A parte Fo mantém-se

intercalada na membrana ¢, na auséncia de F;, mantém intacta a funcao de translocagao
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de protdes através da membrana, no entanto esta translocacdo passa a ser passiva e

bidireccional (17, 25, 46, 51, 139).

O complexo FFo-ATPase tem 8 subunidades diferentes em procariotas e 16-18
subunidades em mamiferos, com um peso molecular de 550-650 KDa. A composicao
minima de subunidades de F,F¢ € representada pela F;Fo-ATPase de E. coli (Figura 9).
Consiste em oito diferentes subunidades, cinco das quais pertencem a F;-ATPase
designadamente, em ordem decrescente de tamanho e nimero de subunidades, o3p3yde,
com uma massa molecular de ~382 kDa, e trés subunidades pertencentes a Fo-ATPase,
com uma estequiometria de ab,cjp € com uma massa molecular de ~148 kDa (17, 25,
34, 46).

A regido do veio central ¢ composta por subunidades de ambos os dominios F; e Fo. A
Fo-ATPase em organismos superiores ¢ consideravelmente mais complexa (14). Em E.
coli, o movimento de protdes através de Fop leva a rotacdo da subunidade oligomerica ¢
relativamente a subunidade a, com a qual forma uma interface. Simultaneamente a
rotagdo da subunidade elongada e assimétrica y leva a mudangas conformacionais nos
locais de ligacdo a nucle6tidos de F; que sdo necessarios para a sintese de ATP. Na
auséncia de um gradiente de protdes, a hidrolise de ATP levard a translocagdo de
protdes. As subunidades a e ¢, sdo duas proteinas hidrofobicas membranares que estdo
directamente envolvidas na translocac¢ao de protdes, sendo a subunidade ¢ um anel com
dez mondmeros com uma cavidade central preenchida com lipidos (47). F; e Fo sdo
entdo interligados por dois veios, um deles central que contém as subunidades y e €, e

outro periférico envolvendo as subunidades 6 € b (17).

Um segundo grupo de ATPases a que se dedica especial atengdo neste trabalho ¢ o das
P-ATPases bacterianas ou bombas ionicas que translocam protdes por troca com ides
sodio, potassio ou célcio (Figura 7). As P-ATPases (anteriormente denominadas E,E,-
ATPases) encontram-se em bactérias, fungos e na membrana plasmatica e organelos de
eucariotas, estando envolvidas no transporte de formas cationicas de calcio, sodio,
potassio, cobre, € outros metais através de membranas biologicas, seguindo um ciclo de
reaccdo que envolve um intermediario fosforilado (93). Embora se dividam em sub-

classes ou sub-tipos, dependendo se translocam metais pesados ou ides so6dio-potassio-
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calcio, tém estruturas ¢ mecanismos de accao semelhantes. O conhecimento sobre a
estrutura e fun¢do das P-ATPases assenta no modelo candnico da Ca*"-ATPase do
reticulo sarcoendoplasmatico do miisculo dos mamiferos. E geralmente reconhecida que
a estrutura desta ATPase, ¢ representativa da familia de ATPases tipo P. Esta ATPase ¢
composta de uma sec¢do no citoplasma e uma secgdo transmembranar com dois locais
de ligacdo ao Ca”" (Figura 10). A seccio citoplasmatica é constituida por trés dominios
citoplasmaticos, denominados dominios P, N e A, contendo mais de metade da massa
da proteina e cerca de dez hélices transmembranares (M1-M10), com os dois locais de
ligagdo de Ca®" perto do ponto médio da bicamada lipidica. E ao longo destas seccdes
citoplasmaticas que ocorre a fosforilagdo e a translocagdo i6nica associada (43). Cré-se
que parte da energia que circula ao nivel da membrana plasmatica bacteriana,
garantindo o potencial proténico e a FPM que fica acessivel as BE bacterianas, recebe
importantes contributos das P-ATPases ¢ do transporte i6nico em parceria com as F-

ATPases e o transporte protonico, as principais ATPases bacterianas (138).

Figura 10 — Caracteristicas gerais da estrutura da P-ATPase (adaptado de 43).

As F-ATPases transportam protdes ajudando a estabelecer um gradiente electroquimico
transmembranar. Em determinadas condigdes, este processo pode funcionar em sentido
oposto, com a ATPase a ser movida pela FPM e a passar a funcionar como uma
ATPsintetase. O ATP ¢ sintetizado a partir da energia obtida da translocagio de protdes
ou ides. Esta ligacdo de reac¢des endergonicas e exergonicas nas subunidades das

ATPases denomina-se de acoplamento. Quando deixa de haver interaccdo entre as
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subunidades (F; e Fo nas F-ATPases), a transdugdo de energia ¢ perdida, e o sistema

diz-se estar desacoplado (17).

A FPM criada pelo gradiente proténico transmenbranar (Apy ) é o potencial energético
que pode ser obtido pela passagem de protdes através da membrana citoplasmatica
celular, ou seja, ¢ um gradiente electroquimico transmembranar com dois componentes:
um gradiente de protdes (na forma de hidrogenides H') que promove uma diferenca de
pH (ApH) e uma diferenga na carga idnica ou potencial de membrana (Ay) devido a
distribuicdo desigual de cargas (15, 92). Estes dois pardmetros actuam, em geral, em
sentidos opostos, permitindo que a FPM se mantenha constante (102). Em bactérias
metabolicamente activas com membranas citoplasmaticas intactas, a diferenca de
potencial (Ay) situa-se geralmente entre -100 mV e -200 mV, encontrando-se o interior

da membrana carregado negativamente (109).

O mecanismo pelo qual a ATPase cataliza o acoplamento de energia eficiente e
reversivel entre o transporte vectorial de ides e substratos através da membrana e as
reac¢des quimicas da sintese e hidrolise de ATP tem sido um dos maiores pontos de
interesse na investigacado em bioenergética bacteriana (46). Para o efeito tem-se vindo a
utilizar compostos que fazem o desacoplamento entre a FPM e a actividade da ATPase
de forma a ser possivel estudar a sua dinamica, estrutura e factores condicionantes da
actividade geradora de energia para o transporte de substratos através da parede e

membranas bacterianas.

1.3.2. Desacopladores

Protonoforos ou agentes despolarizantes (94), tal como o CCCP (carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona) ou o 2,4-DNP (2,4-dinitrofenol), dissipam a FPM através da

membrana plasmatica de E. coli (49), sendo o CCCP 10-100 vezes mais efectivo que o

2,4-DNP (28).
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Em células eucariotas, a principal accdo dos protondforos € colapsar o gradiente
proténico através da membrana interna da mitocondria ao permitir rearranjos e
translocagdes transientes dos protdes existentes a superficie interna e externa da
bicamada lipidica das membranas mitocondriais, levando ao colapso do gradiente
protonico transmenbranar (Apy'), o que resulta na anulagdo completa do potencial de
membrana e na acumulagdo de ides calcio. Os protonoforos, causam uma rapida perda
de ATP, através da inibi¢do da sua sintese e activacdo da sua hidrdlise pela ATP
sintetase mitocondrial (123). O resultado final ¢ que o CCCP ao tornar a membrana
permeavel a ides H', colapsa completamente o gradiente de H™ e o gradiente de
potencial através das membranas mitocondriais, bloqueando desse modo a sintese de
ATP, havendo uma libertacdo concomitante de ides calcio e uma estimulacdo da
ATPase mitocondrial produzindo-se assim um declinio extremamente rapido nos niveis
de ATP celulares (28).

Em células de E. coli em aerobiose, 0 Ay é completamente anulado pelo CCCP, ¢
resulta principalmente do efluxo de protdes acoplado a oxidagdo de substratos (54). A
despolarizacao causada pelo CCCP ¢ dependente da concentragdo, limitando com isso o

seu potencial de acgdo (28).

Assim, o CCCP e o 2,4-DNP, sdo desacopladores directos da FPM e indirectos da
fosforilacdo oxidativa, sendo capazes de transportar protdes através de membranas

biologicas, que habitualmente tém baixa condutividade protonica (36).

O 2,4-DNP ¢ usado na produgao de pesticidas, de corantes, fotoquimicos, explosivos e
como indicador para a deteccdo de ides potdssio e amoéOnio. E também usado na

produgdo de 2,4-diaminofenol o qual ¢ usado no tratamento médico da obesidade (108).
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Figura 11 — Estrutura quimica do composto 2,4-dinitrofenol (C¢H;N,05) (adaptado de 77).
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O CCCP ¢ um acido organico fraco, lipofilico (70, 132) que inibe o gradiente protonico,
ou seja inibe a FPM (19), actuado como um transportador e atractor protonico € como

desacoplador (70, 132).
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Figura 12 — Estrutura quimica do composto CCCP (CyHsCIN,) (adaptado de 77).

1.3.2.1. Mecanismo de acc¢io / Efeito bioenergético do CCCP

Em estado estaciondrio, o nivel celular de ATP em células viaveis ¢ determinado pelas
taxas de sintese e hidrdlise de ATP. A maioria da sintese celular de ATP esta associada
ao processo de transferéncia de electrdes na membrana. O transporte de protdes na
membrana serve como factor intermediario essencial para ocorrer a transferéncia de
electrdes relacionada com a sintese de ATP (72) e o transporte de solutos dependentes
de energia. As células utilizam a energia proveniente da hidrolise de ATP pelas
ATPases membranares para manter a concentragdo interna de ides, e de pequenos
metabolitos através dos sistemas de transporte membranar. Sendo um protonéforo
membranar, o CCCP tem a capacidade para colapsar o gradiente protonico necessario
para assegurar a sintese de ATP e o transporte membranar. Consequentemente a sua
presenga diminui a sintese de ATP, pela diminui¢do do gradiente proténico
transmenbranar (Apy') e aumenta a utilizagio de ATP pois as células sdo forcadas a
hidrolisar mais ATP para restabelecer o potencial proténico (92, 124). A acgdo do

CCCP e os seus efeitos bioenergéticos estdo ilustrados naFigura 13.
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Figura 13 - Efeito bioenergético dos protonoforos (adaptado de 124).

Em células vidveis, a cadeia transportadora de electrdes gera protdes para suportar a
sintese de ATP pela ATP sintetase membranar. Parte do ATP ¢ utilizado para bombear
protdes para o exterior da célula. A ac¢do da ATPase no transporte de protdes e o
processo de transferéncia de electrdes mantém um potencial electroquimico de protdes
(Apg') que contém o potencial de membrana, Ay (negativo no interior) e um gradiente
protonico, ApH (acidico no exterior). Ambos, o potencial de membrana e o gradiente
proténico, sdo usados para suportar os processos de transporte secundarios. Sendo
acidos fracos lipofilicos, proton6foros como o CCCP podem transportar protdes do
meio exterior acidico e libertar os protdes no interior alcalino da célula. O transporte de
protdes pelo CCCP através da membrana plasmatica causa um colapso do potencial de
membrana e do gradiente protonico, diminuindo a actividade da ATPase.
Consequentemente, a presenca de protonoforos diminui a quantidade de ATP no interior

da célula uma vez que promove a sua hidroélise e inibe a sua sintese (124).
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1.3.3. Inibidores das ATPases membranares
1.3.3.1. Ortovanadato de Sodio

O vanadio tem amplo uso industrial, e a sua actividade biologica é de grande interesse
para a ciéncia (78). Em solucdo aquosa ¢ um metal de transicdo do grupo 5b (40). A
quimica do vanadio ¢ complexa, pois o metal pode existir em estados de oxidacao de - 1
a + 5 e forma frequentemente polimeros (78). O vanadio ¢ um elemento presente em

pequenas concentragdes no soro e tecidos de diferentes animais (105).

O vanadato em solugdo aquosa pode ser facilmente derivado numa variedade de
ligandos (22) e tende a adoptar uma estrutura pentaédrica de geometria trigonal
piramidal (4, 22) sendo o vanadio (V) o atomo central ligado a diferentes enzimas (22).

O ortovanadato ¢ um analogo do fosfato inorganico (107, 120).
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Figura 14 - Estrutura quimica do composto ortovanadato de sédio (Na;VO,) (adaptado de 77).

Nos fluidos corporais a pH 4-8, a espécie predominante ¢ o vanadato VO3 (estado de
oxidacdo + 5). O vanadato pode entrar em algumas células por um sistema de transporte
de anides e ser reduzido pela glutationa a vanadil VO, (estado de oxidagdo + 4) (78). O
vanadato tem demonstrado ter uma variedade de efeitos biologicos (40, 105) e
bioquimicos tais como: (40)

o Possivel estimulagdo directa da actividade da tirosina cinase;

o Aumento do calcio (Ca®") e do pH intracelular;

o Efeitos na degradacao intracelular de proteinas;

o Efeitos mitogenicos e aumento da sintese de DNA;

o Actua¢do como um sistema intracelular redox;

o Formacao de esters covalentes com grupos hidroxil (i.e., glucose e tirosina);

o Inibicdo da RNase e outras enzimas (40).
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1.3.3.1.1. Mecanismo de ac¢ao

Os compostos de vanadio tém demonstrado inibir muitas enzimas tais como ATP
fosfohidrolases, ribonuclease, fosfofrutocinase, esqualeno sintetase, fosfotirosil-proteina
fosfatase (78), tirosina fosfatase (44), P-ATPases, ATPase translocadora de ides (13,
133), fosfolipase C de Bacillus cereus (116), fosfatase acida, fosfatase alcalina, e
adenilato cinase assim como uma série de enzimas da via glicolitica incluindo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfoglucomutase, fosfogliceromutase (4) e
glucose-6-fosfatase (78). A inibicdo presumivelmente resulta do facto do vanadio
adoptar uma estrutura estavel a qual se assemelha ao estado de transicdo do fosfato

durante as reac¢des que envolvem estas enzimas (4).

O vanadio ¢ conhecido desde 1965 como inibidor de Na'/K' ATPase. As propriedades
fisico-quimicas do vanadio, a sua interac¢io com Na'/K" ATPase, e a sua distribuicio
nos tecidos, colocam a hipétese do vanadato ser um potencial regulador das bombas de
sodio-potassio (78).

Na Na'/K" ATPase, o vanadato inibe por ligagdo ao local de fosforilagio na auséncia de

nucleotidos, estabilizando uma conformacao de baixa energia do transportador (107).

A ATPase membranar de translocacdo de protdes bacteriana, ¢ também sensivel ao

vanadato (78).

O ortovanadato de sédio inibe a ac¢do de BE ou de qualquer outro sistema que use a
hidrolise de ATP como fonte de energia (4), tais como ATPases, fosfatases, cinases, e
varios sistemas de transporte da familia ATP-Binding Cassette (ABC) (45), actuando ao
nivel da translocacdo de ligandos (11).

Nas ATPases, esta inibicdo ¢ ndo competitiva (37), sendo dependente da concentracio
do composto (71) e pode ser aumentada pela presenga do ido potassio (37).

A adi¢ao de concentragdes crescentes de vanadato leva a inibigdo progressiva da
actividade da ATPase, a qual abranda ao longo do tempo. Sendo mais caracteristico de

um inibidor irreversivel de actuagdo lenta, do que de um inibidor reversivel (107).
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1.3.3.2. Azida de Sddio

1.3.3.2.1. Mecanismo de ac¢ao

A azida é um inibidor das V-ATPases (H'-ATPases vacoulares) (48), reduzindo o
potencial de membrana com a diminui¢do do transporte de protdes para o meio
extracelular (141), inibindo a FPM, e ¢ um inibidor da citocromo ¢ oxidase com grande

eficacia inibitoria em eucariotas (132).
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Figura 15 — Estrutura quimica do composto azida de sédio (NaN3) (adaptado de 77).

A actividade enzimatica da F;Fo ATPase ¢ também inibida pela azida (13, 133), sendo
um potente inibidor do dominio F;-ATPase inibindo a hidroélise de ATP (12, 37, 85). A
sintese de ATP no dominio F; esta directamente ligada a FPM através da membrana

interna por rotagao do anel ¢ e do veio central em conjunto (12).

Para além das F-ATPases, outras ATPases sdo inibidas pela azida, tais como os
transportadores ABC, a translocase SecA e a DNA topoisomerase Ila. Cré-se que todas
as ATPases sejam inibidas de uma forma semelhante as F-ATPases, ou seja, a presenca
da azida aumenta a afinidade do ADP, ligando-se ao local ocupado pela y-fosfato do

ATP quando o ATP esta presente (12).

1.3.4. Inibidores (das ATPases dependentes) dos canais de calcio

A actividade antimicrobiana das fenotiazinas ¢ conhecida hd mais de um século. A
primeira fenotiazina a ser usada como antibacteriano foi o corante azul de metileno.

Este corante pode tornar imoveis as bactérias moveis, assim como inibir o crescimento

in vitro de algumas bactérias Gram-positivas (2). As fenotiazinas posteriormente
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desenvolvidas, como a clorpromazina (119) e a tioridazina (2), para além das suas
propriedades antipsicéticas t€ém uma ampla actividade antimicrobiana (119) sendo
conhecida a sua actividade contra uma ampla gama de virus, parasitas e protozoarios.
Tém actividade contra bactérias infecciosas, bactérias intracelulares resistentes aos
antibioticos, tais como Mycobacterium tuberculosis e Staphylococcus aureus. Cocos
Gram-positivos, bacilos Gram-negativos, tais como Shigella spp., sdo mais susceptiveis
a uma série de fenotiazinas enquanto que os bacilos Gram-negativos como E. coli e
Salmonella spp, sdo mais resistentes (1). Este potencial antimicrobiano ndo tem sido
usado devido a preocupagdo com os efeitos sedativos, efeitos colaterais e devido a

cardiotoxicidade das fenotiazinas nas concentragdes plasmaticas necessarias para

alcancar efeitos bactericidas (119).

1.3.4.1. Mecanismo de accio

As fenotiazinas sdo conhecidas por alterar a morfologia das bactérias, quando a sua
concentragdo ¢ inferior & concentragdo que inibe a replicacdo celular. As fenotiazinas
reduzem a aderéncia das bactérias Gram-negativas as células epiteliais. O uso de
fenotiazina como antibacteriano nao ¢ viavel, menores concentragdes de fenotiazinas
aumentam a actividade dos antibidticos para os quais a bactéria € susceptivel, mesmo
quando ela ¢ resistente ao antibiotico. As ultimas observacdes sugerem que estes
compostos podem servir como adjuvantes sempre que ha uma necessidade de reduzir a
dose de um antibiotico ou tornar susceptivel uma infecgao resistente a antibidticos (1).

As fenotiazinas demonstraram capacidade de inibir o transporte de calcio, prevenindo a
ligacdo deste a proteinas transportadoras deste catido, como a calmodulina. Isto conduz,
por sua vez a que enzimas que estdo dependentes do calcio, como as intervenientes nos
processos de hidrélise do ATP (P-ATPases bacterianas ou bombas idnicas que
translocam protdes por troca com ides sodio, potassio ou calcio), sejam igualmente
inibidas. Assim, as fenotiazinas conseguem inibir o efluxo dos compostos nocivos para
a bactéria, pela diminui¢do da disponibilidade energética para as BEs, o que

eventualmente permite que o antibidtico atinja o seu alvo sem ser efluxado (2, 68).
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Tendo sido demonstrado que as fenotiazinas inibem o transporte de calcio e potéssio, e
que inibindo o acesso do célcio a proteinas celulares se promove a inibigdo da
actividade das P-ATPases dependentes de célcio o que conduz indirectamente a inibi¢do
dos processos de transporte de substratos por BE (2, 68), sdo por isso excelentes
candidatos a inibidores especificos das mesmas a eventuais adjuvantes

quimioterapéuticos (1, 103).

1.3.4.2. Clorpromazina (CPZ)

O interesse nas propriedades neurolépticas do corante azul de metileno ofuscou as suas
propriedades antimicrobianas, mas contribuiu para a sintese do primeiro neuroléptico, a
clorpromazina, amplamente usado para a terapia de psicoses o que com o amplo uso,

levou a que se tornasse claro que a clorpromazina tinha propriedades antibacterianas
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Figura 16 — Estrutura quimica do composto Clorpromazina (C;;H;yCIN,S) (adaptado de 77).

1.3.4.3. Tioridazina (TZ)

A tioridazina ¢ um antipsicotico com reconhecida actividade antimicrobiana, mas esta
propriedade nao foi aproveitada para uso clinico devido aos efeitos colaterais no sistema
nervoso central e cardiaco (2). Este composto tem potencial para o tratamento de
infecgdes intracelulares nos casos de resisténcia a antibidticos (1) sendo eficaz em
concentragdes clinicas contra Mycobacterium tuberculosis multirresistente (MDRTB) e
Staphylococcus aureus resistente a metilcilina (MRSA), o seu uso no tratamento destas

infeccdes poderia ser considerado (1).
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Figura 17 — Estrutura quimica do composto Tioridazina (C,;H,sN,S;) (adaptado de 77).

1.4. Metodologias de deteccao do efluxo em bactérias

Dada a crescente presenca de multirresisténcia bacteriana devido a sobre-expressao e
sobre-actividade de BE em estirpes clinicas, sobretudo em doentes sob antibioterapias
prolongadas, tornou-se urgente o desenvolvimento de métodos de deteccdo desta
actividade, embora estes ainda se encontrem numa fase de investigacdo e
desenvolvimento (129).

Nao havendo ainda disponivel, metodologias e tecnologias que permitam detectar
rapidamente a presenga destes fendmenos em estirpes isoladas de doentes sob
antibioterapia, o unico recurso disponivel tem sido a determinacdo das concentragdes
minimas inibitorias (CMIs) de cada estirpe para cada antibidtico na presenca e auséncia
de compostos considerados IBEs. Sendo um método indirecto e pouco preciso, apenas
permite uma qualificacdo indirecta da estirpe e a assumpcao de que a multirresisténcia
observada se deve a sobre-expressao e sobre-actividade de BE.

Varios métodos laboratoriais detectam e quantificam a actividade dos sistemas de BE
bacterianos usando a medi¢do de substratos acumulados pelas células que possuem
marcacao radioactiva ou sao fluorescentes. No entanto, estes métodos na sua maioria,
tém dificuldade em separar a acumulagdo de substrato da sua extrusdo bem como nao
permitem a variacdo simultanea das condigdes ambientais requeridas para os estudos de
bioenergética (103, 129). Como tal, métodos que permitam a detec¢do rapida e a

quantificacdo do efluxo sdo hoje uma necessidade permanente no laboratorio de
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Microbiologia Médica, e a Unidade de Micobactérias do IHMT, onde este trabalho de
tese foi desenvolvido, tem vindo a contribuir para o desenvolvimento de métodos que
permitam a quantificagdo em tempo real do efluxo activo em bactérias usando
marcadores fluorescentes que sejam efluxados pelas bactérias. Em particular foram
desenvolvidas metodologias de detec¢ao do transporte parietal do composto quaternario
fluorescente brometo de etideo (EtBr), usado como marcador visual da actividade de
efluxo devido as suas caracteristicas de baixa fluorescéncia quando no exterior das
células, e maxima fluorescéncia aquando da sua liga¢do no interior das mesmas (89,
127, 129). Este composto fluorescente pode-se ligar transientemente a varios niveis no
interior da bactéria como seja ao RNA de cadeia dupla, RNA de cadeia simples, DNA
de cadeia simples, oligonucledtidos e proteinas (50) entrando por difusdo passiva a
favor do gradiente de concentragdo e sendo o seu excesso extruido das células pelos
mecanismos de efluxo pois é substrato de varios sistemas de efluxo (89, 127, 129).
Assim, a acumulacdo de EtBr na célula e o consequente aumento de fluorescéncia
detectada ¢ o resultado do equilibrio dindmico entre a difusdo passiva no sentido do
meio intracelular e o transporte activo mediado pelas BE no sentido inverso. Este
equilibrio ¢ fungdo de uma diversidade de factores como sejam a permeabilidade da
parede celular, o grau de actividade de efluxo e de energizacao da célula, em particular

o ambiente protonico extracelular avaliado pelo pH do meio, entre outros factores.

1.4.1. Método fluorimétrico semi-automatico para monitorizacio do transporte de

brometo de etideo através de membranas e paredes celulares

Neste método, ¢ analisada a acumulacdo e extrusdo do fluorocromo EtBr, o qual ¢
considerado substrato universal de BE (substrato especifico do AcrAB-TolC), uma
molécula biocompativel que, em condi¢des definidas e controladas, ndo afecta a
viabilidade celular nem as fungdes celulares (82, 89, 103, 129).

Para estabelecer as condicdes experimentais que permitam detectar diferencas na
acumulacao de EtBr por ac¢do dos IBEs a estudar, foi necessario determinar as
condicdes essenciais de cada ensaio para cada estirpe e cada composto a testar. Assim,

foi necessario determinar:
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(1) Qual a concentracdo de EtBr a qual a estirpe por si s6 ndo apresenta
acumulagdo significativa de EtBr, ocorrendo apenas uma acumulagdo de EtBr
residual e basal, resultante de um equilibrio entre a entrada por difusdo passiva do
EtBr e a sua saida por efluxo activo. A fluorescéncia detectada em equilibrio ndo
devera ultrapassar 20% da fluorescéncia maxima detectavel no intervalo maximo de
30 minutos (i.e., aproximadamente um tempo de geragdo de E. coli), a pH
fisiologico (pH=7) e devera estar abaixo do 1/2 da CMI do EtBr para a estirpe em
estudo.

(i1) Qual a concentracdo dos compostos IBEs a testar (que por si s6 nao
podem ter fluorescéncia significativa) que ndo afecte a viabilidade celular. Para o
efeito estabeleceu-se o 1/2 da CMI de cada composto para cada estirpe em estudo
como a nivel maximo a que se deveria trabalhar com um IBE, de forma a garantir a
condigao anterior.

(111) Quais os compostos testados nas condigdes anteriores que promovem um
aumento significativo de acumulacdo de EtBr na presenca e na auséncia de uma
fonte de energia (glucose), sem que essa concentracdo de EtBr e de IBEs afecte a
viabilidade celular, processo inibitorio este que ¢ monitorizado pelo atingir de um
novo estado de equilibrio entre a entrada por difusdo passiva do EtBr e a sua saida
por efluxo activo (agora diminuido/inibido pela ac¢cao do IBE) no intervalo maximo

de 30 minutos (Figura 18).

A} B}
EtBr
| ‘ # IBE
Membrans E ——— i emibraea
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Equilibrio » Acumulagio

Figura 18 — Representacio esquematica da entrada e efluxo de EtBr na célula de E. coli.
A) estado de equilibrio da concentragdo de EtBr na célula (taxa de entrada ~ taxa de saida);
B) Acumulag@o de EtBr devido ao uso de IBE (taxa de entrada > taxa de saida).

Legenda: IBE (inibidor de bomba de efluxo), BE (bomba de efluxo).
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O sinal de fluorescéncia ¢ monitorizado utilizando um termociclador de tempo real
Rotor-Gene "™ 3000 da Corbett Reseach (Sydney, Australia), e os comprimentos de
onda de excitagdo e emissdo de 530nm bp e 585 nm hp, respectivamente (89). Num
ensaio de acumulagdo, como o representado na Figura 19, ¢ observada a capacidade de
acumulacao de EtBr pela célula. Esta fluorescéncia ¢ maior, quanto maior a capacidade
de acumulacao de EtBr, e menor a capacidade de efluxo. Sabendo que a concentragao
de EtBr ¢ o balanco entre a entrada de EtBr dentro da célula e a capacidade desta para o
efluxar, a diferenca de fluorescéncia (A) observada entre duas curvas, ¢ uma medida da
inibi¢do do efluxo resultando na acumulagdo de EtBr na célula. A Figura 19 representa
um exemplo tedrico de duas possiveis curvas de acumulagcdo para uma determinada
estirpe em condi¢des de acumulagdo diferentes (X e ®). Na presenca de IBE (X), a
estirpe acumula mais EtBr, ao invés na sua auséncia (e) a capacidade de efluxo da
estirpe ndo ¢ inibida. Esta constitui, por isso, uma forma expedita e rigorosa de se

avaliar o efeito de IBEs em estirpes bacterianas, tal como pretendido neste trabalho.
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Figura 19 — Grafico ilustrativo de um ensaio de acumulagao de EtBr. (A) a diferenca de fluorescéncia
entre duas curvas, ¢ uma medida do grau de inibi¢ao do efluxo provocado pelo IBE, resultando na

acumulagdo de EtBr na célula. Legenda: (e) auséncia de IBE e (X) presenca de IBE.
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1.5. Objectivos do trabalho

Como anteriormente referido, a resisténcia a antibidticos em bactérias Gram-negativas
pode devida a extrusdao activa do antibidtico através de sistemas de efluxo. Para se
compreender de onde vem a energia para as BE funcionarem e como ao interferir com o
fornecimento desta energia pode afectar a actividade de efluxo, foi efectuada uma
extensa pesquisa bibliografica, no sentido de encontrar compostos que consigam inibir
directamente a actividade de efluxo, tais como desacopladores, inibidores das ATPases
e inibidores das ATPases dependentes dos canais de célcio, com actividade potencial
sobre a nossa bactéria modelo, Escherichia coli. Os inibidores da cadeia transportadora
de electrdes como os classicos cianeto de potassio, rotenona ou antimicina A, dado que
actuam a montante do processo energético que garante a actividade das BE tendo um
efeito letal sobre todos os processos energéticos das células procariotas e eucariotas, ndo
foram testados pois o objectivo ¢ o de identificar potenciais inibidores de BE que
actuem no fornecimento energético as bombas sem afectar o restante metabolismo
celular ou a viabilidade celular de modo a que futuramente possam vir a ser usados

como adjuvantes da antibioterapia (89, 127, 129).

Em E. coli, o principal sistema de efluxo ¢ a bomba AcrAB-TolC da familia RND, a
qual funciona essencialmente abastecida pela energia que vem da FPM garantido pela
eficiente actividade das ATPases bacterianas membranares, pelo que ¢ um modelo
académico excelente para o teste de compostos inibidores. Para tal, foram usadas trés
estirpes de E. coli bem caracterizadas:

(1) E. coli AG100, estirpe selvagem que contém o sistema de efluxo AcrAB-TolC
intacto e funcional;

(i1) E. coli AG100A, que provém da estirpe AG100, nesta estirpe foram inactivados os
genes que codificam para a principal bomba de efluxo AcrAB-TolC;

(iii) E. coli AG100tgr que foi anteriormente induzida a um alto nivel de resisténcia a

tetraciclina (TET) e tem sobreexpressao do sistema de efluxo AcrAB-TolC.
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Da extensa pesquisa bibliografica feita sobre possiveis compostos inibidores do
fornecimento directo de energia as BE em E. coli, escolheu-se 6 compostos para este
trabalho:

Como desacopladores o carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP) e o 2,4 —
dinitrofenol (2,4-DNP),

Como inibidores de ATPases membranares o ortovanadato de sodio e a azida de sodio,
Como inibidores das ATPases dependentes dos canais de calcio a tioridazina (TZ) e a
clorpromazina (CPZ).

Os critérios de escolha destes compostos, tiveram como base a existéncia de registos na
literatura, de possivel ac¢dao directa ou indirecta na inibicdo de BE bacterianas por

interferéncia no fornecimento de energia.

H
4 L
”~ ——d &N
y 4 - :
f-f/ |
o
i; | //// .>_/
= "
£
H -
- H” >
8
Canal de Calcio | H
4 —_— Ca®™
? Citoplasma
| K
\: Mambrana
‘QQ\“ Interna
= o
Periplasma
Membrana
~Externa -~

Figura 20 — Representacio esquematica dos alvos celulares dos compostos CCCP, 2,4-DNP,

ortovanadato de sodio, azida de sédio, TZ e CPZ (adaptado de 62, 99 e 124).
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Assim, para avaliar a actividade inibitdria destes compostos sobre o principal sistema de
efluxo em E. coli testou-se, nas condi¢des € com os critérios anteriormente descritos, as
trés estirpes de E. coli modelo com recurso ao método fluorimétrico semi automatico
que detecta em tempo real, a acumulacdo e efluxo do EtBr (89, 127, 129). Para este
efeito foi necessario determinar o perfil de susceptibilidade para as trés estirpes, por
determinagdo dos valores de CMI (Concentragdo Minima Inibitéria) e CMB
(Concentragdo Minima Bactericida) para todos os compostos em estudo de forma a
garantir que os efeitos observados se devem apenas a inibi¢do da actividade de efluxo

do EtBr, o substrato de eleigdo do sistema AcrAB-TolC (82, 89, 127, 129).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

2.1.1. Estirpes Bacterianas

Estirpe selvagem Escherichia coli K-12 AG100 (argE3 thi-1 rpsL xyl mtl A(gal-uvrB)

supE44), que contém o sistema de efluxo AcrAB-TolC intacto e funcional (86).

Estirpe E. coli K-12 AG100A (AacrAB::Tn903 Kan'), que provém da estirpe AG100.
Nesta estirpe o sistema de efluxo AcrAB-TolC foi inactivado devido a inser¢cao do

transposao Tn903 no operdo acrAB (86).

As estirpes AG100 e AG100A foram caracterizadas e gentilmente cedidas pelo Dr.
Hiroshi Nikaido (Departamentos de Quimica e Biologia Celular e Molecular, da

Universidade da Califérnia, Berkeley, CA, E.U.A.).

A estirpe E. coli AG100, susceptivel ao antibidtico tetraciclina (TET), foi induzida
através de passos graduais de exposicdo a concentracdes crescentes de tetraciclina até
um nivel elevado de resisténcia a este antibidtico (CMI de 12 mg/L de tetraciclina). A
estirpe adaptada, capaz de sobreviver a uma concentracdo entre 8 ¢ 10 mg/L de
tetraciclina por expressao de bombas de efluxo (BE), em particular sobre-expressao do

sistema AcrAB-TolC, designa-se por AG100tgt (126).

2.1.2. Meios de cultura, compostos e solucoes

A composi¢do e modo de preparacdo dos meios de cultura, compostos e solugdes
utilizados ao longo do trabalho encontram-se descritos nas Tabelas 1 a 5.

Todos os meios de culturas foram preparados com agua bidestilada e esterilizados por

autoclavagem a 121°C durante 20 minutos a 1 bar.
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Tabela 1 - Composiciao de meios de cultura utilizados.

Meio de cultura

Composicao (por litro)

Luria Bertani (LB)

10 g de peptona caseina™; 5 g de extracto

de levedura®; 10 g de cloreto de sodio®™

Luria Bertani agar (LA)

LB; 20 g de agar

Mueller-Hinton broth (MHB) "

300 g de infusdo desidratada de carne;
17,5 g de caseina hidrolisada; 1,5 g de
amido; 4,347 mg Ca”"; 6,206 mg Mg*"; pH
73+0,1 2a25°C

Mueller-Hinton agar (MHA) ¥

MHB; 17 g de agar (1); pH 7,3 +0,1 a25°C

(1) Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra; (2) Merck, Darmstadt, Germany; (3) Panreac Quimica SA,

Barcelona, Espanha.

Tabela 2 - Composicao e modo de preparacio de solugdes utilizadas.

Solucio

Composicao

PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X,
pH 7 )

PBS 1X,pH 5"

PBS 1X, pH 8 ¥

1 pastilha dissolvida em 200mL de agua
bidestilada corresponde a 10 mM tampao
fosfato; 2,7 mM KCI; 137 mM NacCl.

Para a solugdo de PBS 1X a pH 5, acertou-
se o pH da solucao PBS 1X a pH 7 através
da adicdo de uma solucdo de cloreto de
hidrogénio (HCI) ®)(0).

Para a solugdo de PBS 1X a pH 8, acertou-
se o pH da solucao PBS 1X a pH 7 através
da adicao de uma solucao de hidréxido de

sodio (NaOH) @ (0).

Glucose *°

0,2 g/mL em agua bidestilada estéril.

(1) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Germany; (2) Merck, Darmstadt, Germany; (3) Panreac Quimica

SA, Barcelona, Espanha; (0) Utilizou-se um medidor de pH Metrohm Herisau 632, Switzarland; (e) a

solu¢do depois de preparada foi filtrada com filtros de seringa estéreis de PVDF com 0,22 um de

diametro de poro da Rotilabo ® Spritzenfilter Steril, Karlshure, Alemanha.
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Tabela 3 - Composicio e modo de preparacio das solucdes de desacopladores, solucdoes de

inibidores de cadeia transportadora de electrodes, solucdes de inibidores de ATPases e solucdes de

inibidores das ATPases dependentes dos canais de calcio utilizadas.

Composicao / Preparacao da solucio

Solucio
“stock”
Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona | 1 mg/mL em &4gua bidestilada estéril e
(cccp) M metanol @ 1:1 (A).

(pm = 204,6158 g/mol)

Diluigdes preparadas em dgua bidestilada
estéril.

Armazenado ao abrigo da luz.

2.,4,-dinitrofenol (DNP) M
(pm = 184,10636 g/mol)

30 mg/mL em &4gua bidestilada estéril e
etanol absoluto ¥ 1:1 (A).

Diluigdes preparadas em agua bidestilada
estéril.

Mantida ao abrigo da luz.

Tioridazina (TZ) "
(pm = 370,57454 g/mol)

10 mg/mL em agua bidestilada estéril

Clorpromazina (CPZ) -
(pm = 318,86416 g/mol)

10 mg/mL em agua bidestilada estéril

Azida de sédio (NaN3) @
(pm = 65,00987 g/mol)

12 mg/mL em agua bidestilada estéril

Ortovanadato de sodio (Na;VOy) D
(pm = 183,908410 g/mol)

8 mg/mL em agua bidestilada estéril (A)

(1) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Germany; (2) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA (3) Merck,

Darmstadt, Alemanha; (4) Panreac Quimica Sau, Barcelona, Espanha; (A) Necessario aquecimento a 50°C

numa placa de aquecimento até dissolugéo total do composto; (e) as solu¢des depois de preparadas foram

filtradas com filtros de seringa estéreis de PVDF com 0,22 pm de diametro de poro.

As solugdes stock foram armazenadas a -20°C. A dilui¢ao de todas as solugdes stock foi

feita em agua bidestilada estéril.
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Como inibidores da ATPase utilizou-se os compostos: azida de sodio (NaNj), e
ortovanadato de sodio (NazVOy). Os compostos carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona
(CCCP) e 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP) foram usados devido as suas propriedades de
desacopladores. E como inibidores das ATPases dependentes dos canais de calcio

utilizou-se a tioridazina (TZ) e a clorpromazina (CPZ).

Tabela 4 - Composicdo e modo de preparacido de solucdes de substratos de bombas de efluxo

utilizadas.

Composicao / Preparacio da solucio

Solucio
“stock”

. 10 mg/mL em agua bidestilada estéril (A)
Brometo de etideo (EtBr) " _
Mantida ao abrigo da luz, a 4°C

Solucio (para o ensaio de acumulac¢io) Composicao / Preparacio da solucao
EtBr V) pH 5 2mg/L e | mg/L em PBS 1X apH 5
EtBr " pH 7 2mg/L el mg/L em PBS 1X apH7
EtBr V) pH 8 2mg/L el mg/L em PBS 1X apH 8

(1) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA; (A) Necessario aquecimento a 50°C numa placa de aquecimento

Hotplate magnetic stirrer 34532 - Snijders Scientific Tilburg, Holland, até dissolug@o total do composto.

Tabela 5 - Composicio e modo de preparacio das solucdes de antibioticos utilizadas.

Composicao / Preparacio da solucio
Solucao
“stock”
Tetraciclina (TET) 1 mg/mL metanol
Canamicina (KAN) ¥ 20 mg/ mL 4gua bidestilada estéril (*)

(1) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Germany; (2) Merck, Darmstadt, Alemanha; (*) Esta solucdo foi

filtrada com filtros de seringa estéreis de PVDF com 0,22 pm de diametro de poro.
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2.2. Métodos

2.2.1. Cultivo das Estirpes Bacterianas

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido LB e em meio s6lido LA.

Para o crescimento da estirpe AG100A suplementou-se o meio com 100 mg/L de KAN,
para evitar a perda do transposdao Tn903.

Para o crescimento da estirpe AG1007gt suplementou-se o meio com 8 mg/L de TET.
Foram mantidos “stocks” a -80°C de culturas em meio liquido, suplementado com 10%

(v/v) de glicerol (J.T. Baker, Philipsburg, E.U.A.).

Para determinacdo de concentragdes minimas inibitorias (CMIs) e concentragdes
minimas bactericidas (CMBs), as estirpes foram cultivadas em meio MHB e meio

MHA, respectivamente.

2.2.2. Determinacdo de CMI (Concentra¢cao Minima Inibitéria) pelo método de

dilui¢do em microplaca (microdilui¢do) para as trés estirpes de E. coli em estudo

Entende-se por Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) a menor concentracdo de um
agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo em
testes de sensibilidade por diluicdo seriada em agar ou diluicdo em meio liquido (20).

Neste trabalho, a CMI de cada agente foi determinada pelo método liquido de
microdilui¢do seriada, em placas de 96 pocos, de acordo com as recomendagdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), tendo sido testadas vérias gamas

seriadas de concentracdes para determinacao exacta da CMLI.

Antes de cada determinagdo de CMI foram feitas culturas frescas das estirpes a estudar,
estirpe AG100, em meio LA; estirpe AG100A, em meio LA suplementado com 100
mg/L de KAN; estirpe AG100rgr, em meio LA suplementado com 8 mg/L de TET.

Incubaram-se as placas a 37°C, durante a noite. A partir das culturas frescas em placa,
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prepararam-se culturas em meio liquido, por inoculacdo de colonias isoladas, como se
segue:

estirpe AG100, em meio MHB; estirpe AG100A, em meio MHB suplementado com
100 mg/L de KAN; estirpe AG100rgr, em meio MHB suplementado com 8 mg/L de
TET. Incubaram-se os tubos a 37°C, com agitagao (200 — 220 rpm), durante a noite.

Na Tabela 6 indica-se a gama de concentragdes utilizadas na determinagdo da CMI para

os compostos testados.

Tabela 6 — Gama de concentracoes dos compostos utilizados.

Composto Concentracio da Gama de concentracoes
Solugdo Stock (mg/mL) utilizadas (mg/L)
ceer I 0,15 a 80
EtBr 8 1,2 a 600
NaNj; 12 0,8 2920
2,4-DNP 30 1,1,a 580
Na;VOu 8 102 5000
CpPz 4 0,6 a 300
1 3 0,4 a 200

As CMlIs das estirpes foram realizadas em meio MHB contendo diferentes
concentragdes do composto a testar (Tabela 6), obtidas pelo método de diluicao seriada.
Em todos os ensaios e para todas as estirpes efectuaram-se quatro tipos de controlo: 1)
controlo de esterilidade (MHB); ii) controlo de crescimento (MHB e estirpe), de forma
a se poder avaliar a viabilidade das estirpes; iii) controlo do solvente (MHB, estirpe e
solvente na mesma concentracdo utilizada na preparacdo dos compostos), para garantir
que o solvente ndo tem efeito inibitério no crescimento celular; iv) controlo do
composto (MHB e composto), como controlo de turbidez para a leitura dos resultados

finais.
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A cada poco da placa de 96 pocos contendo meio MHB foi adicionado 25 pl de
composto e efectuadas dilui¢des seriadas por um factor de dois, de modo a obter-se as
gamas de concentragdes desejadas (Tabela 6). Posteriormente, cada pogo foi inoculado
com 10% (v/v) de indculo, previamente ajustado a escala 0,5 de McFarland em tampao
PBS 1X (a excepgao do controlo de esterilidade do meio), para um volume final de 200
ul. As placas foram incubadas a 37°C durante 18 horas, e a leitura dos resultados
realizada visualmente apos esse periodo de incubagdo. Cada ensaio foi validado através
da presenca de crescimento no respectivo controlo de crescimento (controlo positivo) e
auséncia de crescimento no controlo de esterilidade do meio (controlo negativo). O
crescimento da estirpe observado nos pogos que contém o composto em estudo deve ser
comparado com o controlo de crescimento, controlo do composto e controlo de
solvente, usado em cada conjunto de testes. Os ensaios de determinagdo da CMI foram

realizados em triplicado para cada composto.

2.2.3. Determinaciao de CMB (Concentracio Minima Bactericida) para as trés

estirpes de E. coli em estudo

Apo6s determinar a CMI, determinaram-se as CMBs das culturas dos pogos que nao
apresentaram crescimento visivel. As CMBs foram realizadas em MHA e incubaram-se
a 37°C, durante 18 horas. Apos esse periodo, registou-se qual a placa que ndo
apresentou crescimento. O valor da concentragdo de composto correspodente no pogo
de microdilui¢ao corresponde a CMB para o composto e estirpe testada (57). A CMB
definida como a concentragdo que elimina pelo menos 99.9% das bactérias do inoculo

original (57, 117) foi determinada em triplicado para cada composto.
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2.2.4. Fluorimetria em Termociclador de Tempo Real Rotor-Gene "™ 3000

Com base no protocolo padronizado na Unidade de Ensino e Investigacdo de
Micobactérias do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, tendo como estirpe padrao a
E. coli AG100, e como fluorocromo para monitorizagdo do transporte, o brometo de
etideo (EtBr), analisou-se a acumulagdo deste substrato do principal sistema de efluxo
de E. coli, o sistema AcrAB-TolC (89, 127, 129).

Esta técnica é realizada num termociclador Rotor-Gene "™ 3000 (Corbett-Research,
Sydney, Australia), utilizando um programa que permite fazer a leitura em tempo real
da emissao de fluorescéncia do EtBr nos comprimentos de onda de excitagao (530 nm)
e emissdo (585 nm) deste composto. O EtBr possui dois niveis de fluorescéncia
distintos, tendo um sinal muito fraco no exterior da célula bacteriana e sendo o sinal
amplificado no interior da célula (89, 127, 129). Assim, este método fornece uma
estimativa do transporte cinético do EtBr, reflectindo o balango entre a sua acumulagao
intracelular através de difusdo passiva (pela permeabilidade membranar) e a sua

extrusdo através de sistemas de efluxo (89, 111).

2.2.4.1. Protocolo de acumulacio de brometo de etideo (EtBr)

Preparacio das estirpes em estudo: Procedeu-se ao crescimento das culturas de E.
coli, em 10 mL de meio LB, a 37°C, com agitacao (220 rpm). O crescimento celular foi
acompanhado, por medi¢do da densidade optica (DO) a 600nm num espectrofotometro
(PU8620 UV/VIS/NIR, Philips, Cambridge, Reino Unido), at¢ uma DOgyo de 0,6. Uma
vez atingido este valor, que corresponde a fase exponencial de crescimento, as células
foram recolhidas em aliquotas de 1 mL, por centrifugacdo a 13000rpm, durante 3
minutos a temperatura ambiente, numa minicentrifuga (Biofuge pico Heraeus, Kendro
Laboratory Products, Osterode, Alemanha).

O sedimento foi lavado duas vezes, sendo a primeira com tampao PBS 1X apH 7 e a
segunda com tampao PBS 1X ao pH desejado (pH 5, pH 7 ou pH 8). A preparagao do
tampao PBS aos diferentes pH encontra-se descrita na Tabela 2. Cada sedimento celular

foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1X ao pH desejado e transferido para um tubo de
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15mL. Para todos os ensaios, ajustou-se a DOgp da suspensao celular a 0,6, por adigao
do tampao anterior, de forma a obter uma boa concentracao celular para os parametros

de leitura de fluorescéncia no sistema usado (127).

Ensaio de acumulacio de EtBr: Os ensaios de fluorometria foram realizados em
microtubos de 200 pL, em aliquotas com um volume final de 100 pL (valor
recomendado pelo manual de apoio do termociclador Rotor-Gene ™ 3000), tendo sido
testadas diferentes condig¢des energéticas (pH, e fonte de energia) para se poder avaliar o

efeito dos inibidores na acumulacao de EtBr.

Para cada ensaio foram preparados diferentes tubos com as condig¢des experimentais

pretendidas e respectivos controlos, como a seguir se esquematiza:

1) 50 uL de EtBr e 50 uL de PBS;

i1) 98 uL. PBS 1X a pH7 e 2 pL de glucose (GLU) numa concentragdo final (C¢) de
0,4% (127);

1i1) 50 puL da suspensao celular, 50 L. de PBS 1X a pH 7;

iv) 50 pL de EtBr, 48 pL de PBS e 2 uL de 0,4% GLU (Cy);

v) 50 nL da suspensdo celular, 48 uL de PBS 1X a pH 7 e 2 puL de 0,4% GLU (Cy);

vi) 50 puL da suspensdo celular, 48 uL de EtBr e 2 uL de 0,4% GLU (Cy);

vii) 5 uL de solugao “stock” de inibidores ¢ 95 uL de PBS;

viii) 5 pL de solugao “stock” de inibidores, 50 pL de EtBr e 45 uL de PBS;

ix) 5 uL de solugdo “stock” de inibidores, 50 puL de EtBr, 43 pL de PBS e 2 pL de 0,4%
GLU (Cy);

Para os pontos 1), iv), vi), vii), viii) e ix) os ensaios foram realizados a pH 5, pH 7 e a

pH 8, (Tabela 2 e Tabela 4). Para os pontos vii), viii) e ix) a C¢ de inibidores utilizada
foi igual a 1/2 da CML
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Juntamente com os tubos controlo, em cada ensaio foram testados os inibidores a

diferentes pH e na presenca / auséncia de GLU conforme se segue:

1) 50 uL de suspensdo celular e 50 pL de EtBr;

i1) 50 puL da suspensao celular, 5 uLL de solugdo “stock” de inibidores e 45 uLL de PBS;

1i1) 50 puL da suspensao celular, 5 uL de solugdo “stock™ de inibidores e 45 puL de EtBr;

iv) 50 pL da suspensao celular, 5 pL de solugdo “stock” de inibidores, 43 uL de EtBr e
2 pL de 0,4% GLU (Cy);

Para os pontos 1), ii), e iii) os ensaios foram realizados a pH 5, pH 7 e a pH 8, (Tabela 2
e Tabela 4). Para os pontos ii), iii) e iv) a Cr de inibidores utilizada foi igual a 1/2 da

CML.

Os tubos foram depois colocados num rotor de 36 tubos no aparelho Rotor-Gene "™
3000. As medigdes fluorimétricas, em tempo real, foram efectuadas a 37°C, utilizando o
filtro para comprimentos de onda de excitacdo de 530 nm “band-pass” (bp) e como
filtro de deteccdo o filtro de 585 nm ‘“high-pass” (hp), canal A.530/585hp (67). A
medicao fluorimétrica decorreu por um periodo de 30 minutos (cerca de 30 ciclos de 60
segundos cada) e as leituras foram efectuadas apds cada ciclo. Cada ensaio foi realizado

em triplicado.

2.2.4.2. Determinacao da viabilidade celular

Com o intuito de obter uma estimativa do nimero de células vidveis apds cada ensaio
no Rotor-Gene "™ 3000, para garantir que as concentragdes de inibidores utilizadas nio
estdo a afectar a viabilidade celular, efectuaram-se dilui¢des sucessivas (10° — 107) de
cada amostra e dos controlos em PBS e plaqueou-se um volume de 100 uLL em placas
com meio MHA.

Ap6s 18 horas de incubagdo a 37°C, contou-se o nimero de unidades formadoras de

colonias (CFU).
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3. RESULTADOS

Com o intuito de responder as questdes colocadas neste trabalho (qual o principal
fornecedor de energia para a principal bomba de efluxo (BE) de E. coli, o sistema
AcrAB-TolC e quais os compostos que podem actuar como inibidores deste processo),
foi feita uma extensa pesquisa bibliografica, no sentido de encontrar desacopladores,
inibidores de ATPases membranares e inibidores das ATPases dependentes dos canais
de calcio.

De acordo com os critérios anteriormente referidos (vide capitulo Introducdo, sec¢do
1.4.1.), foram escolhidos seis compostos, que incluem dois inibidores de ATPase (azida
de sodio e ortovanadato de sodio), dois desacopladores (carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona e 2,4-dinitrofenol) e dois inibidores das ATPases dependentes dos
canais de cdlcio consequentemente inibidores das ATPases dependentes deste catido

(clorpromazina e tioridazina).

3.1. Determinacao das concentracoes minimas inibitérias e
concentracdes minimas bactericidas dos compostos em estudo para as

estirpes AG100, AG100A e AG1001gr

O perfil de susceptibilidade das estirpes AG100, AG100A e AG100rgr, foi determinado
por célculo dos valores de CMI (concentragdo minima inibitéria) e CMB (concentracao
minima bactericida) para o brometo de etideo (EtBr), desacopladores, inibidores de
ATPases membranares e inibidores das ATPases dependentes dos canais de calcio. Os
valores de CMI e CMB para cada composto encontram-se nas Tabelas 7 e 8,

respectivamente.

A eficiéncia de um antibidtico € caracterizada pela sua CMI, sendo esta definida como a
menor concentragdo de um composto antimicrobiano suficiente para impedir o
crescimento visivel de um microrganismo. Este valor reflecte o sucesso de um

antibidtico em atravessar todas as barreiras na célula bacteriana e atingir o seu alvo. No
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entanto, diferentes mecanismos de resisténcia podem interagir para aumentar o nivel de
resisténcia. A inibicdo de um mecanismo de resisténcia por um antibidtico pode
aumentar a susceptibilidade da bactéria a esse agente especifico, podendo no entanto

também restaurar ou melhorar a actividade de uma segunda classe de antibidticos (137).

Tabela 7 - Valores de CMI obtidos para substratos de bombas de efluxo, desacopladores, inibidores de

ATPase e inibidores das ATPases dependentes dos canais de calcio nas trés estirpes de E. coli em estudo.

CMI
Agente AG100 AG100A AG1001gy
mg/L M mg/L M mg/L M
EtBr (*) 150 380x10” 5 12,6x10” | 300  760x10”
CCCP (0) 10 48,8x10” 10 48,8x10” 20 97,7x10”

2,4-DNP (0) | 290  1,57x10° 290 1,57x10° | 145  788x10”

CPZ (D) 60 188x10” 20 62,7x10° | 140  439x10”
TZ (D) 100 269x10” 25 67,4x10° | 200  539x10”
NaNj3 (A) 230 3,5x10°° 230 3,5x10°° 230 3,5x10°°
Na;VO, (A) | 5000 27,2 5000 27,2 2500 13,6

Legenda: (*) Substrato de bombas de efluxo; (¢) desacoplador; (0) Inibidor das ATPases dependentes dos
canais de calcio; (A) inibidor de ATPases membranares; CMI: concentragdo minima inibitéria; M= molar;
EtBr - Brometo de Etideo; CCCP - Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; 2,4-DNP - 2 4-Dinitrofenol,
CPZ - Clorpromazina; TZ - Tioridazina; NaN3 - Azida de So6dio; Na3VO4 - Ortovanadato de Sodio.

Os valores sdo a média de pelo menos trés ensaios independentes, com resultados consistentes.
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Tabela 8 - Valores de CMB obtidos para substratos de bombas de efluxo, desacopladores, inibidores de

ATPase e inibidores das ATPases dependentes dos canais de calcio nas trés estirpes de E. coli em estudo.

CMB
Agente AG100 AG100A AG1001gy
mg/L M mg/L M mg/L M
EtBr (*) 150  480x10~ 10 25,3x10” 500  1,26x10°
CCCP (0) 10 48,8x10” 10 48,8x10” 20 97,7x10”

2,4-DNP (0) 580  3,15x10° | >580  >3,15x10° | 580  3,15x10°

CPZ (D) 60 188x10” 40 125,3x10° | 280 878x10”
TZ (D) 200  538x10” 50 134,5x10° | 800  215,6x10°
NaNj; (A) >920  >14x10° | >920 >14x10° | >920  >14x10°

Naz;VOy (A) 6000  32,6x10° | >6000  >32,6x10° | 6000  32,6x10°

Legenda: (*) Substrato de bombas de efluxo; (¢) desacoplador; (0) Inibidor das ATPases dependentes dos
canais de calcio; (A) inibidor de ATPases membranares; CMB: concentragdo minima bactericida;M=
molar; EtBr - Brometo de Etideo; CCCP - Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; 2,4-DNP - 2,4-
Dinitrofenol, CPZ - Clorpromazina; TZ - Tioridazina; NaN3 - Azida de S6dio; Na3VO4 - Ortovanadato
de Sodio.

Os valores sdo a média de pelo menos trés ensaios independentes, com resultados consistentes.

Como se observa na Tabela 7, a estirpe AG100A (dacrAB::Tn903 Kan") apresenta uma
susceptibilidade ao EtBr 30 vezes superior a da estirpe AG100. No respeitante a estirpe
AG1007gT, onde ocorre sobre expressdao do sistema AcrAB-TolC, a CMI para o EtBr ¢
duas vezes superior a da estirpe selvagem. Estes resultados demonstram que, a bomba
AcrAB-TolC tem um papel importante na extrusdo do EtBr. A confirmagao
experimental destes resultados, ja reportado em trabalhos anteriores (89, 126), ¢
fundamental para a validacdo dos modelos experimentais escolhidos para o teste as

hipoteses colocadas nesta tese.
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Igualmente, verificam-se significativas diferengas nas CMIs da estirpe AG100A para o
composto TZ, apresentando um valor de CMI 4 vezes inferior a estirpe AG100 e para o
composto CPZ, que apresenta um valor de CMI 3 vezes inferior. A CMI do composto
CPZ para a estirpe AG100rgr € 2,3 vezes superior a da estirpe AG100. Estes resultados
indiciam que, como no caso de outros inibidores de bombas de efluxo (IBE), as
fenotiazinas podem ser elas proprias substrato das bombas, pelo que estes compostos
poderdo ter um efeito inibitdério multiplo: quer competitivo, quer depletor de energia

para o efluxo (63, 67).

No caso dos restantes compostos a estudar: CCCP, 2,4-DNP, NaN; e Na;VO, o valor de
CMI para as estirpes AG100 e AG100A ¢ o mesmo, verificando-se apenas algumas
diferengas, na ordem de uma dilui¢do, entre AG100rer ¢ AG100. Nenhum destes

compostos apresenta assim sinais de ser transportado pelo sistema AcrAB-TolC.

Os valores de CMI e CMB apresentados nas Tabelas 7 e 8 sdo a média de trés ensaios
independentes e todos apresentaram resultados concordantes. As experiéncias realizadas
tendo como controlo os solventes (DMSO, 50% etanol ou 50% metanol) mostraram que
nenhum dos solventes tem efeito significativo no crescimento celular e na viabilidade
(resultados ndo apresentados), ndo havendo portanto inibicdo do crescimento das

estirpes pelos solventes usados.
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3.2. Aplicagio do método fluorimétrico semi-automatico para

monitorizacio do transporte de brometo de etideo

Neste estudo, o0 método fluorimétrico semi-automatico de monitorizagdo do transporte
de EtBr, desenvolvido na Unidade de Micobactérias do Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (127, 129), foi seleccionado com o intuito de identificar e avaliar os compostos
anteriormente seleccionados como potenciais inibidores especificos de BE, bem como
para permitir efectuar estudos preliminares de bioenergética do sistema AcrAB-TolC de
E. coli.

Esta técnica permite detectar de forma rapida, precisa e reprodutivel o transporte de
EtBr através da parede celular bacteriana em concentracdes de trabalho que ndo
interfiram com a viabilidade celular nem perturbam as fung¢des celulares, usando uma
metodologia que permite a distingdo entre acumulagdo e efluxo, ou seja, a direcgdo de

transporte do EtBr através da membrana celular.

3.2.1. Parametros base na caracterizacio do transporte de EtBr

De forma a auxiliar a leitura e interpretagdo dos resultados que se apresentam de
seguida, convém relembrar que a acumulagdo de EtBr na célula bacteriana ¢ o resultado
do equilibrio dindmico entre a difusdo passiva no sentido do meio intracelular e a
extrusdo activa, mediada por BE, no caso particular de E. coli, pelo sistema AcrAB-
TolC, que o efectua utilizando a forga proto-motriz (FPM). Este equilibrio ¢ fungdo de
uma diversidade de factores como sejam a permeabilidade da parede celular, o grau de
actividade de efluxo e de energizacdo da célula, em particular o pH do meio
extracelular, entre outros factores. Quando se ultrapassa a concentracao de equilibrio
entre a difusdo passiva e o efluxo activo de EtBr, este ird ligar-se irreversivelmente aos
componentes intracelulares, em particular aos acidos nucleicos, € como tal ndo podera
ser extrusado por efluxo. Uma vez no interior da célula ocorre um incremento do sinal
de fluorescéncia do EtBr face a solu¢des de EtBr livre, como resultado da sua ligagao

transiente a diversos alvos intracelulares (89, 131).
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Critérios utilizados para todos os ensaios de acumulagdo e compostos testados neste
trabalho, com recurso ao método fluorimétrico semi-automatico de monitorizacdo do

transporte de EtBr através de membranas e paredes celulares:

e A concentracao de EtBr livre no ambiente extracelular em cada ensaio devera
permitir o estabelecimento do equilibrio entre a entrada por difusdo passiva do
EtBr e a sua saida por efluxo activo, nao afectando de alguma forma a
viabilidade celular. A fluorescéncia detectada em equilibrio ndo deverd
ultrapassar 20% da fluorescéncia maxima detectavel no intervalo méaximo de 30
minutos a pH fisiolégico (pH=7) e devera estar abaixo de 1/2 da CMI do EtBr
para a estirpe em teste;

e A concentracdo de composto a testar como possivel inibidor do efluxo nao devera
exceder 1/2 da CMI para a estirpe a ser testada, de modo a nao afectar a
viabilidade celular. A garantia de viabilidade ¢ um requisito fundamental para a
correcta andlise do efeito de um determinado composto sobre a actividade de
efluxo uma vez que ndo se pretende que ocorram variacdes na fluorescéncia
detectada por variagdo dos efectivos celulares. Assim, os ensaios sao efectuados
em tampado fostato e durante ndo mais de 30 minutos (para evitar o eventual
aumento de efectivos por multiplicacdo celular), utilizando concentragdes dos
compostos a testar que nao ultrapassem 1/2 das respectivas CMIs (diminuigdo de
efectivos por interferéncia na viabilidade);

Apo6s a determinagdo da viabilidade celular, observou-se que as concentragdes
dos compostos utilizadas ndo causaram diminui¢do significativa no crescimento
(dados nao apresentados).

e O composto nao deve interferir com o sinal de fluorescéncia no termociclador de
tempo real;

e Devera ser garantida as celulas condi¢cdes ideais de fornecimento de energia
(glucose a 0,4%) em pelo menos um tubo com o composto em teste para garantir
que, mesmo nas condi¢des Optimas de fornecimento de energia, o efeito
inibitorio do composto sobre o efluxo ¢ visivel. Sem esta condigdo poder-se-ia
verificar inibi¢do do transporte por deplecdo natural da energia celular durante o

ensaio.
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Todos estes critérios foram respeitados através da inclusdo, em cada ensaio realizado, e
para todos os compostos ¢ estirpes testados neste trabalho, de tubos controlo de acordo
com o descrito no capitulo Material e Métodos, seccdo 2.2.4.1. Nenhum dos controlos
apresentou fluorescéncia significativa nos ensaios efectuados. Como exemplo estdo
apresentados na Figura 21 os resultados obtidos para os controlos (i) a (iv) que, para
facilitar a leitura e interpretagdo dos resultados dos restantes graficos foram aqui

analisados separadamente.

As trés estirpes em estudo foram expostas a concentragdes crescentes de EtBr de 0.05
mg/L a 2,5 mg/L, com o objectivo de determinar a concentragao de EtBr a partir da qual
se comega a detectar acumulacdo nas células (dados ndo apresentados). A concentragdo
imediatamente abaixo dessa sera a concentragdo para a qual as células sdo capazes de
manter um equilibrio entre a entrada do EtBr por difusdo passiva e a sua extrusdo pelos
sistemas de efluxo intrinsecos. Os resultados da deteccao fluorimétrica da acumulacao
de concentragdes crescentes de EtBr mostrou que para a estirpe AGI00A, uma
concentragdo de EtBr de 0.5 mg/L e para as estirpes AGI00 e AG100rgr uma
concentragdo de EtBr de 1 mg/L, apresentam a mesma fluorescéncia residual/basal e sdo
as concentracdes que podem ser usadas como limite inferior de acumulagao para as trés
estripes em estudo. Deste modo, as concentragdes de EtBr utilizadas nos ensaios de
acumulacdo ndo sdo iguais para as trés estirpes, pois a estirpe AG100A tem o principal
sistema de efluxo AcrAB-TolC inactivado, ndo tendo por isso capacidade para extrusar
tao facilmente o EtBr (substrato do sistema AcrAB-TolC), o que se comprova pelo facto
de a CMI do EtBr para a estirpe AG100A ser 30 vezes inferior relativamente a estirpe
selvagem AG100, vide Tabela 7, o que faz com que a AGI00A tenha maior
susceptibilidade a este composto. Anteriormente ja tinha sido estudado e concluido que
em E. coli a concentragdo optima de EtBr para estudar a acumulagdo ¢ de 1 mg/L (67),
podendo esta concentracdo variar conforme a estirpe com que se estd a trabalhar, e que
numa concentra¢do inferior a 0.5 mg/L o sinal estd abaixo da sensibilidade do

instrumento (111).

56



100 7 100 4

30

EtBr (1pg/mi) 1004 Glucose 0.4% EtBr (1ug/mL) + Glucose 0.4%
90 1 90 A 90 A
80 7 80 1 80 1
707 70 70 1
@ 60 60 - 60 1
.g 0 50
1 50 ]
<
= 409 40 1 40 A
B
"8 30 1 30 1 30 1
(2]
w20 20 1 20
0) — 4
-g oy 10 10 s
el 0 0 % 0 .
= 0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20
= R
2 100 AG100A 100 AG100 100 AG100TET
§ 90 - 90 90 4
Q
S ¥ 80 1 80
8 70 1 70 70 1
g 60 7 60 60
B 507 50 50 -
= 40 1 40 4 40 1
30 1 30 4 30 1
20 1 20 20
10 1 10 10
0 * ¥ X 0 ’ ‘ ‘ 0 = = 5
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20

Tempo (minutos) —p

Figura 21 - Monitorizacao da intensidade de fluorescéncia dos controlos a 37°C, ao comprimento de

onda de excitacio de 530 nm bp e de emissao de 585 nm hp.

3.2.2. Influéncia de desacopladores na acumulacio de EtBr

Desacopladores sdo compostos que permitem rearranjos e translocacdes transientes dos
protdes existentes na superficie interna e externa da bicamada lipidica das membranas
celulares, levando ao colapso do gradiente proténico transmenbranar (Apy') necessario
para assegurar a sintese de ATP e o transporte membranar. Consequentemente a sua
presenca activa as ATPases da membrana plasmatica diminuindo a sintese de ATP e
aumentando a sua utilizacdo/hidrdlise, pois as células sdo forcadas a hidrolisar ATP
para rapidamente poderem restabelecer o potencial protdnico e sobreviver.

Utilizou-se os compostos 2,4-DNP e CCCP com o objectivo de estudar a sua influéncia
na inibicdo do efluxo e consequente, acumulagdo de EtBr nas células de E. coli
utilizadas neste estudo. Os resultados obtidos através de ensaios de acumulagdo, pelo
método fluorimetrico semi-automatico de monitoriza¢do do transporte de EtBr, para

este compostos encontram-se nas Figuras 22 a 25.
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Figura 22 - Influéncia do 2,4-dinitrofenol na acumulacio de EtBr.

Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AGI00A, (B) AG100 e (C) AG1001gt, na presenga e auséncia de GLU, e na presenca de 2,4-DNP a
Y, da CMI (145mg/L para E. coli AG100 e AG100A, e 72,5mg/L para E.coli AG100rgr). Concentragdo
de EtBr para E. coli AG100 e AG1007gr de 1 mg/L e concentracdo de EtBr de 0.5 mg/L para E. coli

AG100A. Os varios controlos estdo representados no grafico.

Como se constata na Figura 22B, ensaio de acumulacdo para a estirpe AG100, na
presenca de glucose (GLU) linha a vermelho, em comparacdo com o ensaio sem GLU
linha laranja, a diferenca de fluorescéncia entre as duas curvas reflecte a capacidade de
efluxo de EtBr que as células tém na presenca de GLU. O atingir de valores de

fluorescéncia diferentes, reflecte o efluxo de EtBr na curva de acumulagao.
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Dos graficos apresentados na Figura 22, e de modo a facilitar a leitura e interpretagao,
podem-se destacar como resultados mais importantes os que se apresentam na Figura

23.
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Figura 23 - Influéncia do 2,4-dinitrofenol na acumulacio de EtBr.
Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AGI00A, (B) AG100 e (C) AG1001gt, na presenga e auséncia de GLU, e na presenca de 2,4-DNP a

Y% da CMI. As concentragdes de 2,4-DNP e de EtBr sdo as mesmas da figura anterior.

Para o composto 2,4-DNP, para a estirpe AG100 (estipe selvagem) observa-se
acumulacdo de EtBr na presenga de 2,4-DNP e GLU, sendo essa acumulagdo mais
significativa e mais rdpida na auséncia de GLU. Daqui se infere que a accao do 2,4-
DNP ¢ inibitéria dos sistemas de efluxo de EtBr em E. coli, j4 que promovem a
acumulagdo de EtBr nas células (aumento gradual da fluorescéncia relativa com o
tempo) sendo a sua ac¢ao independente da presenca de GLU como fonte de energia.

Para a estirpe AG100A (AcrAB-TolC inactivado) observa-se um aumento gradual da
acumula¢ao de EtBr ao longo do tempo, o que pode ser interpretado pela auséncia do
AcrAB-TolC (curva estirpe + EtBr). Ao adicionar-se 2,4-DNP, ndo se observa qualquer
efeito inibitorio (i.e., acumulagdo de EtBr nas células), tanto na auséncia como na

presenga da GLU. Uma vez que na auséncia de AcrAB-TolC continua a existir efluxo
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de EtBr que garante o atingir de um equilibrio entre a entrada e a saida de EtBr nas
células da estirpe AG100A, demonstra-se que existem outros sistemas de efluxo, para
além do AcrAB-TolC, que também bombeiam EtBr, resultado esperado e de acordo
com a literatura (89, 126) e que estes sistemas vao ser inibidos pelo 2,4-DNP.

Para a estirpe AG100rgr (AcrAB-TolC sobreexpresso) apenas se observa acumulagao
de EtBr promovida pela presenga do 2,4-DNP ao fim de 15 minutos e na auséncia de
GLU, o que indica que, para a poténcia de desacoplamento do 2,4-DNP e para a
concentragdo utilizada, o efeito inibitdrio sobre o efluxo de EtBr ¢ praticamente nulo
dada a sobreexpressao do sistema AcrAB-TolC.

Destes resultados infere-se que o 2,4-DNP tem uma acg¢ao inibitoria especifica ou pelo
menos direccionada sobre o sistema AcrAB-TolC, o qual se revela sensivel a este

composto quando avaliado pela sua capacidade de efluxar EtBr.

60



O composto CCCP foi o segundo desacoplador a ser testado, e os resultados obtidos
através de ensaios de acumulacdo de EtBr pelo método fluorimetrico semi-automatico,
encontram-se nas Figuras 24 e 25. Dos resultados apresentados na Figura 24 destacam-

se 0s mais importantes na Figura 25.
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Figura 24 - Influéncia do CCCP na acumulacéio de EtBr.

Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG1001gt, na presenga e auséncia de GLU, e na presenga de CCCP a %
da CMI (5mg/L para E. coli AG100 e AG100A, e 10mg/L para E.coli AG1001gr). Concentragdo de EtBr
para E. coli AG100 e AG1001gr de 1 mg/L e concentragdo de EtBr de 0.5 mg/L para E. coli AG100A. Os

varios controlos estdo representados no grafico.
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Figura 25 - Influéncia do CCCP na acumulacio de EtBr.
Ensaio de acumulacdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG1001gt, na presenga e auséncia de GLU, e na presenga de CCCP a %,

da CMI. As concentragdes de CCCP e de EtBr sdo as mesmas da figura anterior.

Para a analise destes resultados convém salientar que o CCCP ¢ considerado 10 a 100
vezes mais potente como desacoplador da FPM do que o 2,4-DNP (28). Assim,
observa-se 0 mesmo comportamento inibitério verificado para o 2,4-DNP, quando se
analisa os resultados obtidos para as estirpes AGI00 e AGI00A, s6 que agora
aumentado na sua poténcia, i.e., verifica-se que ha maior acumulagdo de EtBr na
presenca do CCCP do que na presenca de 2,4-DNP. Dada a maior poténcia
desacopladora do CCCP consegue-se agora promover alguma acumulac¢do de EtBr pela
AGI100A, o que revela que as outras BE que estdo a substituir a actividade do AcrAB-
TolC também usam a FPM como fonte de energia, sendo a sua actividade pouco
dependente da presenca de uma fonte secundaria de energia. Uma vez mais demonstrou-
se que, 0 AcrAB-TolC nido ¢ o tnico sistema de efluxo a bombear EtBr em E. coli, pois
ha efluxo na estirpe AG100A.

No respeitante a andlise da acumulagdo de EtBr promovida pelo CCCP na estirpe
AG100rer (AcrAB-TolC sobreexpresso) verifica-se que o efeito inibitorio do efluxo ¢

acentuado na auséncia da GLU, o que demonstra a importancia da FPM e do sistema
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AcrAB-TolC no efluxo de EtBr em E. coli, revelando que o CCCP ¢ um potente
inibidor de bombas da familia RND que usam a FPM, tal como o AcrAB-TolC (121).
Assim, a GLU como fonte de energia, estimula a produ¢cdo/manuten¢do da FPM pelo
acoplamento com a produgdo protonica pelas ATPases, o que contraria a acg¢do
inibitdria por dissipagdo e desacoplamento do potencial protéonico do CCCP, sobretudo
na AG100rgT onde este efeito € exarcerbado pelo elevado nimero de copias do sistema

AcrAB-TolC que estdo a operar na dependéncia da FPM (126, 130).

Da analise combinada dos resultados obtidos para o 2,4-DNP e o CCCP, estes indicam
uma clara susceptibilidade do sistema AcrAB-TolC a dissipagdo da FPM, quando
avaliado pela capacidade de efluxar EtBr, um substrato que ¢ tido como sendo de sua
eleicdo para o transporte (82, 89). Assim, confirma-se que a metodologia e tecnologia
de andlise, propostas neste trabalho, sdo adequadas para avaliar experimentalmente os

requisitos bioenergéticos do efluxo de EtBr em E. coli.

Destes resultados ressalta a importancia que a manutencdo da FPM tem para a eficente
actividade do sistema AcrAB-TolC e consequentemente para o efluxo de EtBr em E.
coli, pelo que se coloca agora a questdao do que acontecera se em vez de se inibir
directamente a FPM por dissipagdo directa do potencial protdnico, se inibir a ac¢do das

ATPases que o garantem.

3.2.3. Influéncia de Inibidores de ATPases membranares na acumulac¢ao de EtBr

Os inibidores de ATPase utilizados neste trabalho foram a azida de s6dio e o
ortovanadato de sédio, tendo sido os ensaios efectuados em triplicado e de acordo com
o protocolo anteriormente descrito (vide capitulo Material e Métodos, sec¢do 2.2.4.1.).
Os inibidores foram adicionados imediatamente antes das leituras no Rotor-Gene ™
3000. As concentracdes utilizadas correspondem a 1/2 CMI para cada uma das estirpes
em estudo e na Figura 26 encontram-se os graficos de acumulagdo na presenga e

auséncia de azida de sodio para cada uma das trés estirpes testadas.
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Figura 26 - Influéncia da azida de sédio na acumulacio de EtBr.

Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG1001gt, na presenca e auséncia de GLU, e na presenga de NaN; a 2 da
CMI (115mg/L para E. coli AG100, AG100A, e AG1001gr). Concentragdo de EtBr para E. coli AG100 e
AG1007gt de 1 mg/L e concentragdo de EtBr de 0.5 mg/L para E. coli AG100A. Os varios controlos estdo

representados no grafico.
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Dos graficos apresentados na Figura 26, podem-se destacar como resultados mais

importantes os que se apresentam na Figura 27.
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Figura 27 - Influéncia da azida de sédio na acumulacio de EtBr.
Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG1001gt, na presenca e auséncia de GLU, e na presenga de NaN; a }2 da

CMI. As concentragdes de NaNj; e de EtBr sdo as mesmas da figura anterior.

Para as trés estirpes em estudo, na presenca de azida de sédio, e comparando com o
controlo da estirpe na presenca apenas de EtBr, ndo se observa aumento significativo da
acumulacdo de EtBr na presenca de composto, sendo as curvas de acumulagdo
praticamente sobrepostas ao longo do tempo. Para a estirpe AG100tgr ndo se observa
acumulagdo de EtBr, o que indica uma total incapacidade da actividade inibitdria da

azida de sodio sobre o sistema AcrAB-TolC sobreexpresso nesta estirpe.

. ;o1 . . e eg . . +
A azida de sodio foi descrita como sendo um inibidor preferencial das V-ATPases (H -
ATPases vacuolares tipicas dos eucariotas), que uma vez inibidas ndo conseguem
manter o potencial de membrana, dada a diminuicdo do transporte de protdes para o

meio extracelular, o que conduz a reducdo da FPM (48, 132, 141). Contudo, foi
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igualmente reportado que a actividade enzimatica da FiFo-ATPase ¢ também inibida,
em menor escala pela azida, bem como outras ATPases sdo parcialmente inibidas pela

azida, tais como os transportadores ABC, a translocase SecA e a DNA topoisomerase

o (13, 133).

Nao existindo um grande nimero de V-ATPases ao nivel das membranas
citoplasmadticas procariotas, estes resultados enquadram-se na hipdtese de que, a FPM
que garante o funcionamento das BE da familia RND como a AcrAB-TolC, provém
sobretudo do acoplamento com as F-ATPases membranares ¢ as P-ATPases,
compreendendo-se por isso que a azida de sodio ndo tenha uma accdo inibitéria

significativa sobre a actividade do sistema AcrAB-TolC no efluxo de EtBr em E. coli.
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Nas Figuras 28 e 29 encontram-se os resultados obtidos para o composto ortovanadato

de sodio.
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Figura 28 - Influéncia do ortovanadato de sédio na acumulacio de EtBr.

Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG100+gr, na presenga e auséncia de GLU, e na presenga de Na;VO, a %2
da CMI (2500mg/L para E. coli AG100 e AG100A, e 1250mg/L para E.coli AG100rg7). Concentragdo de
EtBr para E. coli AG100 e AG100tgr de 1 mg/L e concentragdo de EtBr de 0.5 mg/L para E. coli

AG100A. Os varios controlos estdo representados no grafico.
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Dos graficos apresentados na Figura 28, podem-se destacar como resultados mais

importantes os que se apresentam na Figura 29.
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Figura 29 - Influéncia do ortovanadato de so6dio na acumulacio de EtBr.
Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG100+gt, na presenga e auséncia de GLU, e na presenca de Na;VOy4 a 2

da CMI. As concentragdes de Na;VO, e de EtBr sdo as mesmas da figura anterior.

Para as trés estirpes em estudo, comparativamente ao controlo da estirpe somente com
EtBr, observa-se que na presenca do composto ortovanadato de sddio, ha uma forte
accdo inibitoria do efluxo que promove uma grande acumula¢do de EtBr nas células.
Para a concentracdo utilizada, verifica-se que a presenca de GLU ndo altera
significativamente a acumula¢do de EtBr pelas células, o que evidéncia o potencial

inibitdrio deste composto.

Devido ao facto de ser um composto com um resultado tdo evidente a 1/2 da CMI, e
sendo a CMI para este composto bastante elevada (5000 mg/L), tal significa que mesmo
na presen¢a de uma grande concentragdo de composto, a célula continua a multiplicar-
se normalmente, ndo sendo por isso um efeito inibitorio letal. Tal evidencia que este

composto ¢ especifico das ATPases ndo essenciais envolvidas no transporte de ides a
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nivel membranar. Por outro lado, e uma vez que relativamente a acumulacao de EtBr na
presenca de Na3;VO,4, se observam os mesmos resultados para todas as estirpes,
inclusive para a AG100A, que tem o sistema de efluxo AcrAB-TolC inactivado, logo a
inibicao nao ¢ especifica do sistema AcrAB-TolC, mas sim de todas as BE que usam a
energia proveniente da FPM acoplada as ATPases inibidas por este composto. Na
mesma linha de raciocinio e para a estirpe AG100rgr, que tem o principal sistema de
efluxo AcrAB-TolC sobre-expresso, observa-se uma acumulagao significativa de EtBr
na presenca de ortovanadato de sodio, comparando com o controlo sem composto,
atingindo um méaximo de acumulacdo ao fim de 15 minutos. Igualmente a GLU, como
fonte de energia alternativa, tem pouca capacidade para alterar/superar o efeito do
ortovanadato de sodio, pois a inibicdo com este composto ¢ tdo forte, que mesmo com
GLU nao se consegue superar esta inibi¢do, uma vez que a ligagdo entre a producao de
ATP ao nivel das vias metabolicas ¢ a sua utilizacdo para gerar FPM para as BE

encontra-se bloqueada.

Sendo o ortovanadato de s6dio um inibidor preferencial de F- e P-ATPases (13, 78,
133), verifica-se que, na presenca deste composto, hé inibi¢do das BE dependentes da
FPM sem ser afectado directamente o metabolismo celular o que o coloca como um
excelente candidato a adjuvante de quimioterapia por inibicdo do efluxo de agentes
quimioterapeuticos a0 mesmo nivel que outros compostos, também tidos como
inibidores de ATPases de translocagdo i6nica (P-ATPases), como as fenotiazinas (2, 68,

128).
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3.2.4. Influéncia de compostos que inibem os canais de calcio na acumulacio de

EtBr

Como compostos inibidores dos canais de célcio, e consequentemente inibidores das
ATPases dependentes dos canais de calcio, utilizaram-se os compostos clorpromazina

(CPZ) e tioridazina (TZ), ambos do grupo das fenotiazinas.
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Figura 30 - Influéncia da Clorpromazina na acumulacio de EtBr.

Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG100gT, na presenga e auséncia de GLU, e na presenca de CPZ a %2 da
CMI (30mg/L para E. coli AG100, 10mg/L para E. coli AG100A, e 70mg/L para E.coli AG1001gr).
Concentracdo de EtBr para E. coli AG100 ¢ AG100tgr de 1 mg/L e concentracdo de EtBr de 0.5 mg/L

para E. coli AG100A. Os varios controlos estdo representados no grafico.
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Dos graficos apresentados na Figura 30, podem-se destacar como resultados mais

importantes os que se apresentam na Figura 31.
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Figura 31 - Influéncia da Clorpromazina na acumulacio de EtBr.
Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C, e pH 7 para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG100gT, na presenga e auséncia de GLU, e na presenca de CPZ a 2 da

CMLI. As concentragdes de CPZ e de EtBr sdo as mesmas da figura anterior.

Para as trés estirpes em estudo, e comparativamente ao controlo da estirpe somente com
EtBr, observa-se acumulagao significativa de EtBr na presenca de CPZ, atingindo-se um

valor maximo aos 30 minutos de acumulagdo para a estirpe selvagem.
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Nas Figuras 32 e 33 encontram-se os resultados obtidos com a tioridazina (TZ).
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Figura 32 - Influéncia da Tioridazina na acumulacio de EtBr.

Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG1001gT, na presenca e auséncia de GLU, e na presenga de TZ a /2 da
CMI (50mg/L para E. coli AG100, 12,5mg/L para E. coli AG100A, e 100mg/L para E.coli AG100gr).
Concentracdo de EtBr para E. coli AG100 e AG100tgr de 1 mg/L e concentracdo de EtBr de 0.5 mg/L

para E. coli AG100A. Os varios controlos estdo representados no grafico.
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Dos graficos apresentados na Figura 32, podem-se destacar como resultados mais

importantes os que se apresentam na Figura 33.

TZ

(A) AG100A (B) AG100 (C) AG1007gt

100 100 100
90 90 90
80 80 80
70 70 70
60 60 60
50 50 50

40 40

30 30

20 20

10 %Mwu—*% 10

0 +— T T | 0 0

0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
Tempo (minutos) Tempo (minutos) Tempo (minutos)

40
30
20

Fluorescéncia (unidades arbitrérias)
Fluorescéncia (unidades arbitrarias)
Fluorescéncia (unidades arbitrarias)

Estirpe + EtBr
Estirpe + TZ + EtBr
= Estirpe + TZ + EtBr + GLU 0.4%

Figura 33 - Influéncia da Tioridazina na acumulagiao de EtBr.
Ensaio de acumulacdo de EtBr, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C e pH 7, para as estirpes E. coli
(A) AG100A, (B) AG100 e (C) AG100tgT, na presenca e auséncia de GLU, e na presenca de TZ a % da

CML. As concentragdes de TZ e de EtBr sdo as mesmas da figura anterior.

Na presenga do composto TZ, as estirpes AG100 e AG1001gT na presenca e na auséncia
de GLU, acumulam EtBr até um valor maximo de fluorescéncia ao fim de 10 minutos,
de 70 e 80 unidades relativas de fluorescéncia, respectivamente, e a partir desse
momento as células comegam a efluxar EtBr, superando o efeito inibitério da TZ. Com
base nestes resultados, ha que considerar a hipotese de o sistema AcrAB-TolC ter vias
alternativas, para superar a inibi¢do provocada pela TZ pois, para a estirpe AG100A,
ndo se observa esse fendémeno, observando-se apenas acumulagdo de EtBr nas mesmas
condi¢des experimentais. Para ambas as fenotiazinas testadas, a presenca de GLU ndo
alterou a acumulacao de EtBr em qualquer uma das estirpes. Os inibidores dos canais de
calcio ndo vém o seu efeito afectado pela GLU, tal como os restantes inibidores de

ATPases testados.
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3.3. Influéncia de diversos inibidores na acumulacio de EtBr a pH 5,

pH7epHS

Do conjunto dos resultados anteriores, tornou-se evidente a dependéncia do efluxo de
EtBr em E.coli da existéncia e manutengdo da FPM, sendo que, os compostos que
melhores efeitos evidenciaram, foram aqueles que promovem a dissipagdo do potencial
protonico (desacopladores) e os inibidores das F e P-ATPases bacterianas (ortovanadato
de sodio e fenotiazinas), que garantem a manutencdo da FPM. Os efeitos anteriormente
postos em evidéncia foram observados a pH fisiolégico (pH 7). Se as hipoteses
anteriormente avancadas forem validas, entdo a avaliacdo do efeito destes mesmos
compostos na acumulagdo de EtBr também a pH 5 e a pH 8, na presenga e auséncia de
GLU, ird colocar em evidéncia, a dependéncia do transporte de EtBr em E. coli do
gradiente electroquimico transmembranar, com os seus dois componentes: um gradiente
de protdes que promove uma diferenga de pH (ApH) e uma diferenca na carga idnica ou
potencial de membrana (Ay) devido a distribui¢do desigual de cargas, os dois

componentes da FPM (15).

Ao testarmos a acumulacao de EtBr a diferentes pH, podemos observar diferentes
resultados conforme a quantidade de protdes que estdo disponiveis no meio extracelular,
pois a célula bacteriana utiliza os protdes como antiporte para as BE, as ATPases e a
propria FPM, esperando-se que a pH baixo (elevada concentracdo de hidrogenides no
meio extracelular) o efeito dos inibidores anteriormente identificados seja diminuido
quando em comparagdo com os resultados a pH 7. Ao invés, espera-se uma exacerbagdo
dos efeitos inibitorios a pH alto (baixa concentracdo de hidrogenides no meio

extracelular).
Para este efeito seleccionou-se o desacoplador, o inibidor das ATPases membranares e o

inibidor dos canais de célcio que melhores resultados inibitorios apresentaram nas

seccoes anteriores, nomeadamente o CCCP, o Na;VO4 e 0 CPZ.
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Fluorescéncia (unidades arbitrarias)

3.3.1. Influéncia do desacoplador CCCP na acumulacio de EtBr a pH S, pH 7 e pH 8
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Figura 34 - Influéncia do pH na acumulacio de EtBr na presenca de CCCP.

Ensaio de acumulag@o de EtBr pelas estirpes E. coli AG100, AG100A ¢ AG100rgr, em meios apH 5, 7 ¢
8, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C, na presenca e auséncia de GLU, e na presenga de CCCP a
¥ da CMI (Smg/L para E. coli AG100 e AG100A, e 10mg/L para E.coli AG100rgr). Concentragdo de
EtBr para E. coli AG100 e AG100tgr de 1 mg/L e concentragdo de EtBr de 0.5 mg/L para E. coli
AG100A.
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Relativamente ao controlo (estirpe na presenca de EtBr), observa-se para todas as
estirpes, maior acumulacdo de EtBr a pH 8, menor a pH 7 e ainda menor a pH 5. Em
todas as estirpes observa-se que a presenca de GLU diminui a acumulagdo de EtBr,
sendo esta diminui¢do claramente evidente a pH 8 para as estirpes AG100 ¢ AG1007gT

(Figura 34).

A pH 5 a contribuigdo de protdes para a FPM ¢ significantemente maior do que a pH 8.
Num ambiente rico em protoes (pH 5), o efeito de dissipagdo do potencial protonico
causado pelo CCCP sobre a acumulacao de EtBr ¢ rapidamente suprimido, sendo a
FPM rapidamente restablecida, sem necessidade de recurso a geracdo de novos protdes
por consumo de GLU e activagdo das ATPases, ou seja, a pH 5 a presenga ou auséncia
de GLU praticamente ndo tem influéncia independentemente da estirpe testada (Figura
34 - Graficos a vermelho). A demonstragao do efeito do CCCP na actividade de um
sistema de efluxo pode ser melhor evidenciado a pH superior a 7 tal como ja havia sido

demonstrado para células eucariotas (110).

Num ambiente com escassez em protdes (pH 8), o efeito de dissipacdo do potencial
protonico causado pelo CCCP sobre a acumulagdo de EtBr ¢ lentamente suprimido na
auséncia de GLU, o que claramente promove a acumulacdo de EtBr, mesmo na estirpe
com sobreexpressao de AcrAB-TolC (AG100rgr). Uma vez que seja fornecida GLU ao
meio, a glicolise ¢ activada bem como as ATPases, as quais vao gerar uma maior
disponibilidade de protdes, para o restabelecimento do potencial protonico, que garante
o retomar do efluxo de EtBr pelo sistema AcrAB-TolC. Assim, a pHS a presenca de
GLU tem grande influéncia no restabelecimento do efluxo de EtBr pelas estirpes
AG100 e AG100rgr mas nao pela estirpe AG100A (Figura 34 - Graficos a verde). Uma
vez mais se conclui que, as outras BE que substituem o sistema AcrAB-TolC no efluxo
de EtBr na estirpe AG100A, ndo recorrem a FPM para actuar, ndo sendo afectadas pela
dissipacao causada pela presenga do desacoplador CCCP, nem pela presenca ou ausénca
de GLU, a qualquer um dos trés pH testados. Sdo provavelmente dependentes da

energia gerada directamente pela hidrolise do ATP do tipo ABC.
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Fluorescéncia (unidades arbitrarias)

3.3.2. Influéncia de inibidores de ATPase na acumulacio de EtBr a pH S, pH 7 e pH 8
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Figura 35 - Influéncia do pH na acumulacio de EtBr na presenca de ortovanadato de sédio.

Ensaio de acumulag@o de EtBr pelas estirpes E. coli AG100, AG100A ¢ AG100rgr, em meios apH 5, 7 ¢
8, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C, na presenca e auséncia de GLU, e na presen¢a de Na;VO, a
Y5 da CMI (2500mg/L para E. coli AG100 ¢ AG100A, e 1250mg/L para E.coli AG100rgt). Concentragdo
de EtBr para E. coli AG100 ¢ AG100rgr de 1 mg/L e concentragdo de EtBr de 0.5 mg/L para E. coli
AGI100A.
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Relativamente ao controlo (estirpe na presenca de EtBr), observa-se para todas as

estirpes, maior acumulagdo de EtBr a pH 8, menor a pH 7 e ainda menor a pH 5 (Figura

35).

Num ambiente rico em protdes (pH 5), o efeito de inibicdo das ATPases membranares
causado pelo Na3VO,4 que conduz a um aumento da acumulagdo de EtBr, ¢ diminuido,
sendo a FPM restablecida com maior facilidade, se for possivel o recurso a geragao de
novos protdes por consumo de GLU e reactivagdo das ATPases, ou seja, a pHS a
presenca de GLU tem grande influéncia no retomar do efluxo de EtBr pelo sistema
AcrAB-TolC e pelos sistemas que o substituem na estirpe AG100A, bem como a
capacidade de efluxo de EtBr ¢ mantida com maior facilidade mesmo na presenga de
Na3VOy (Figura 35 - Graficos a vermelho). De notar que para a estirpe AG100rgr, com
o sistema AcrAB-TolC sobreexpresso, a presenga de um ambiente rico em protdes anula
completamente o efeito do IBE demonstrando uma vez mais a dependéncia do sistema

AcrAB-TolC da FPM para actuar.

Num ambiente com escassez em protoes (pH 8), o efeito de inibicdo das ATPases
membranares causado pelo NazVOy4 ¢ aumentado, ndo sendo suprimido ou diminuido
mesmo na presen¢a de GLU, o que claramente promove a acumulagdo de EtBr, mesmo
na estirpe com sobreexpressdo de AcrAB-TolC (AG100rgT). Assim, a pH 8 a presenga
de GLU nao tem influéncia no restabelecimento do efluxo de EtBr, em qualquer das
estirpes inibidas pelo Na;VO,; uma vez que a fonte geradora de FPM e
consequentemente de possivel reestabelecimento de protdes no meio extracelular esta
inactivada, mesmo que se estimule a célula com GLU (Figura 35 - Graficos a verde).
No caso da estirpe AG100A, a inactivagdo das BE do tipo ABC (que se cré estarem a
substituir o sistema AcrAB-TolC como anteriormente postulado) ¢ directa e
significativa, uma vez que estas bombas dependem directamente das ATPases
membranares para poderem operar ¢ como tal a presenga ou auséncia de GLU ndo faz

grande diferenca e estas bombas que sdo altamente sensiveis a estes inibidores (97).
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Fluorescéncia (unidades arbitrarias)

3.3.3. Influéncia do inibidor de canais de cilcio CPZ na acumulac¢io de EtBr a pH

5,pH7epHS8
100 ~ 100 1 100 ~
1 AG100A pHS o0 PH7 1
70 A 70 1 70 A
60 - 60 60 A
50 A 50 50 A
40 40 40
30 A 30 30 A
20 A 20 20 A
10 A 10 10 A
(0 +EEEREESEEs 0 0 ' '
0 10 20 30 0 10 20 30
100 1 100 100 A
90 90 90 A
80 A AGlOO 80 80 A
70 A 70 70 A
60 - 60 60 A
50 A 50 50 A
40 A 40 40 A
30 A 30 30 A
20 A 20 20 A
10 4 s ppasabaiattA () 10 A
0 T T | 0 T 0 T |
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
100 1 100 + 100 1
207 AG1007gr 201 o]
70 A
60 A
50 A
40 1
30 A
20 A
10 A
0 T )
0 10 20 30

Tempo (minutos)

___ Estirpe +EtBrapH 5 Estirpe + EtBra pH 7 Estirpe + EtBra pH 8
Estirpe + CPZ + EtBr Estirpe + CPZ + EtBr Estirpe + CPZ + EtBr a

- apHS5 - apH7 pH 8

. Estirpe + CPZ + EtBr Estirpe + CPZ + EtBr Estirpe + CPZ + EtBr +
+GLUapHS5 +GLUapH?7 GLU apH 8

Figura 36 - Influéncia do pH na acumulacio de EtBr na presenca de Clorpromazina.

Ensaio de acumulacdo de EtBr pelas estirpes E. coli AG100, AG100A ¢ AG100rgr, em meios apH 5,7 ¢
8, durante um periodo de 30 minutos, a 37°C, na presenga e auséncia de GLU, e na presenga de CPZ a 5
da CMI (30mg/L para E. coli AG100, 10mg/L para E. coli AG100A, e 70mg/L para E.coli AG100gr).
Concentracdo de EtBr para E. coli AG100 e AG100gr de 1 mg/L e concentragdo de EtBr de 0.5 mg/L
para E. coli AG100A.
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Relativamente ao controlo (estirpe na presenca de EtBr), observa-se para todas as
estirpes, maior acumulagdo a pH 8, menor a pH 7 e ainda menor a pH 5. A estirpe
AGI00A ¢ a que apresenta menor acumulacdo de EtBr. Na estirpe AG100rgr, a
presenga de GLU praticamente ndo altera a acumulacdo de EtBr. Para as estirpes
AG100A e AG100, a acumulacao de EtBr na presenca e auséncia de GLU ¢ anulada a
pH 5. A pH 5 o efeito do CPZ na acumulagao de EtBr ¢ minimo (Figura 36).

Assim, num ambiente rico em protdes (pH 5), o efeito de inibi¢do das P-ATPases,
dependentes dos canais de calcio, potassio e sodio, causado pelo CPZ, ¢ praticamente
nulo apenas se verificando uma ligeira inibi¢do do efluxo na estirpe AG100eT ao fim
de 25 minutos. Assim se conclui que, a inibicdo das P-ATPases, ndo afecta a FPM para
as bombas RND como o AcrAB-TolC, ou as F-ATPases que garantem o funcionamento
dos sistemas ABC da estirpe AGI100A. A presenca ou auséncia de GLU, ndo tem pois

qualquer influéncia na manutencdo do efluxo de EtBr (Figura 36- Graficos a vermelho).

Num ambiente com escassez em protdes (pH 8), o efeito de inibicdo das P-ATPases
causado pelo CPZ conduz a um aumento da acumulagdo de EtBr, ndo sendo suprimido
ou diminuido mesmo na presenga de GLU. Assim, a pH 8 a presenca de GLU tem
pouca influéncia no restabelecimento do efluxo de EtBr em qualquer das estirpes

inibidas pelo CPZ (Figura 36 - Graficos a verde).

De notar que, para qualquer das trés estirpes, a presenca de um ambiente rico em
protdes, anula completamente o efeito do inibidor CPZ, demonstrando-se que em E. coli
as ATPases que translocam ides (P-ATPases) ndo sdo a fonte primaria de protdes para a
manuten¢cdo da FPM, mas sim as F-ATPases (Figuras 35 e 36 - Graficos a vermelho).
Se estas ultimas estiverem a funcionar e houver protdes sufcientes no meio o efluxo

activo de EtBr nao ¢é afectado.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Tal como anteriormente referido, neste trabalho procurou-se compreender a origem da
energia utilizada pelas BE (bombas de efluxo) de E. coli, em particular, o seu principal
sistema de efluxo, AcrAB-TolC, interferindo no fornecimento desta energia e
observando como isso pode afectar a actividade de efluxo. Depois de seleccionados os
compostos que, na literatura, sdo apontados como possiveis inibidores da actividade de
efluxo em E. coli, tais como desacopladores (CCCP e 2,4-DNP), inibidores das
ATPases membranares (NaNs; e NazVQ,) e inibidores dos canais de célcio (TZ e CPZ),
foi utilizado um método fluorimétrico semi-automatico que detecta em tempo real, a
acumulacdo e efluxo do brometo de etideo (EtBr), com o objectivo de avaliar a sua
actividade inibitoria e inferir da sua ac¢do sobre a bioenergética do processo de

transporte de EtBr em E. coli.

Iniciou-se o estudo pela determinagdo da CMI e CMB. Tal como observado na Tabela
7, a estirpe AG100A, apresenta susceptibilidade ao EtBr 30 vezes superior a estirpe
AG100. O mesmo acontece para o composto TZ, apresentando um valor de CMI 4
vezes inferior a estirpe AG100. No que respeita ao composto CPZ, este apresenta um
valor de CMI 3 vezes inferior. Podendo-se inferir que quando o sistema AcrAB-TolC
esta inactivado, outros sistemas de efluxo substituem esta actividade, embora menos
eficientemente, como se demonstra pelas CMIs menores dos compostos para a estirpe

AGI00A.

No caso dos compostos CCCP, 2,4-DNP, NaN; ¢ Na3;VOy, o valor de CMI para a
estirpe AG100 e AG100A ¢ o mesmo. Sabe-se que o genoma de E. coli tem varias BE
que sdo homdlogas ao AcrB (86), ou seja, mesmo tendo o sistema AcrAB-TolC
inactivado, alguns compostos podem também ser extrusados por outras bombas
homoélogas ao AcrAB-TolC ou por outro sistema de efluxo que use directamente a
energia da hidrolise de ATP, constituindo os sistemas de transporte primarios como 0s

sistemas ABC.
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Do estudo efectuado neste trabalho, sobre o transporte de EtBr por fluorimetria em

tempo real em E. coli, podemos concluir que:

e O protocolo de fluorimetria no Rotor-Gene 3000™, que constitui um método
semi-automatico, detecta acumulagdo e efluxo de EtBr em tempo-real, e no qual
podem ser alteradas condigdes como a temperatura e o pH, se mostrou adequado
aos objectivos e hipoteses colocadas desde que se cumpram os requisitos e
condi¢des seguintes: 1) a concentracdo de EtBr livre no ambiente extracelular em
cada ensaio, devera permitir o estabelecimento do equilibrio entre a entrada por
difusdo passiva do EtBr e a sua saida por efluxo activo, ndo afectando de alguma
forma a viabilidade celular, ii) a concentragdo de composto a testar, como
possivel inibidor do efluxo, ndo devera exceder 1/2 da CMI para a estirpe a ser
testada, de modo a ndo afectar a viabilidade celular; iii) o composto ou mesmo o
solvente utilizado, ndo devem de interferir com o sinal de fluorescéncia no
termociclador de tempo real, iv) deverao ser dadas as células condigdes ideais de
fornecimento de energia (glucose a 0,4%) em pelo menos um tubo com o
composto em teste para garantir que, mesmo nas condi¢des Optimas de
fornecimento de energia, o efeito inibitorio do composto sobre o efluxo ¢ visivel,

e A acumulagdo de EtBr aumenta na presenca dos compostos inibidores de
bombas de efluxo (IBEs) seleccionados para este trabalho;

e O sistema AcrAB-TolC ¢ altamente susceptivel a dissipagdo da FPM promovida
pelos desacopladores 2,4-DNP e CCCP, ressaltando a importancia que a
manutengdo da FPM tem para a eficiente actividade do sistema AcrAB-TolC e
consequentemente para o efluxo de EtBr em E. coli;

¢ Quando se inibe directamente a accdo das ATPases, que garantem a FPM, por
recurso a inibidores de V, F e P-ATPases membranares, como o NaNj (V-
ATPases) e 0 NazVOq (F e P-ATPases), verifica-se um substancial aumento da
acumulacao de EtBr nas células, pois estas ndo conseguem manter o potencial de
membrana dada a diminui¢do do transporte de protdes para o meio extracelular;

e Na presenca de inibidores especificos das P-ATPases, como as fenotiazinas CPZ
e TZ, ocorre significativa inibi¢do do efluxo de EtBr nas estirpes AG100 e

AG1007gT na presenca e na auséncia de glucose (GLU). Os inibidores dos canais
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de calcio ndo vém o seu efeito afectado pela GLU tal como os restantes
inibidores de ATPases testados;

De todos os compostos testados, o NazVOs, foi o que revelou um maior efeito
inibitdrio, ndo sendo um efeito inibitorio letal. Tal observacao evidéncia que este
composto ¢ especifico das ATPases ndo essenciais envolvidas no transporte de
i0es a nivel membranar, ndo sendo a inibi¢do especifica do sistema AcrAB-
TolC, mas sim de todas as BE que usam a energia proveniente da FPM acoplada
as ATPases inibidas por este composto (F e P-ATPases) (13, 78, 133). A GLU,
como fonte de energia alternativa, tem pouca capacidade para alterar/superar o
efeito do Naz;VO,, pois a ligagdo entre a producdo de ATP ao nivel das vias
metabolicas e a sua utilizagdo para gerar FPM para as BE se encontra bloqueada.
O Na3;VOy4 serd entdo um excelente candidato, para futuros estudos, como
adjuvante de quimioterapia por inibicdo do efluxo de agentes
quimioterapeuticos;

A acumulacdo e efluxo de EtBr em E. coli sdo dependentes da energia
disponivel na célula, sendo o seu efluxo afectado pelo pH e pela disponibilidade
em GLU no meio extracelular;

A GLU, como fonte de energia e a pH fisiologico (pH 7) ou a pH 8, estimula a
producao/manutencdo da FPM pelo acoplamento com a produgdo protonica
pelas ATPases, o que contraria a ac¢do inibitéria do 2,4-DNP e do CCCP por
dissipacdo e desacoplamento do potencial protonico, sobretudo na estirpe
AG1007gT onde este efeito € mais notorio dado o elevado nimero de copias do
sistema AcrAB-TolC que estdo a operar na dependéncia da FPM;

Num ambiente rico em protdes (pH 5) o efeito de dissipagao do potencial
proténico causado pelo CCCP, sobre a acumulagdo de EtBr ¢ rapidamente
suprimido, ou seja, a pH 5 a actividade do desacoplamento do potencial
protonico provocada pelo CCCP, ¢ rapidamente suprimida e a presenga ou
auséncia de GLU nao tem influéncia sobre a manutengao da actividade de efluxo
de EtBr em E. coli. Num ambiente com escassez em protoes (pH 8) o efeito de
dissipagdo do potencial protonico causado pelo CCCP, sobre a acumulagdo de
EtBr ¢ lentamente suprimido na auséncia de GLU, o que claramente promove a

acumulac¢do de EtBr. Uma vez fornecida GLU ao meio, a glicolise ¢ activada
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bem como as ATPases, as quais vao gerar uma maior disponibilidade de protdes,
para o restabelecimento do potencial protonico, que garante o retomar do efluxo
de EtBr pelo sistema AcrAB-TolC;

As outras BE que substituem o sistema AcrAB-TolC no efluxo de EtBr, na
estirpe AG100A ndo recorrem a FPM para actuar, ndo sendo afectadas pela
dissipacdo causada pela presenca do desacoplador CCCP, pela escassez em
protdes (pH 8), ou pela presenga ou auséncia de GLU, a qualquer um dos trés
pH testados, na auséncia de IBEs. Sdo provavelmente BE dependentes da
energia gerada directamente pela hidrélise do ATP, pertencentes ao sistema
ABC, pois apenas quando estdo presentes no meio IBEs especificos para estas
bombas ¢ possivel inibir o efluxo de EtBr pela estirpe AG100A;

Num ambiente rico em protoes (pH 5), o efeito de inibigdo das ATPases
membranares causado pelo NazVO,, que conduz a um aumento da acumulagao
de EtBr, ¢ grandemente diminuido e a presenga de GLU tem grande influéncia
no retomar do efluxo de EtBr pelo sistema AcrAB-TolC e pelos sistemas que o
substituem na estirpe AG100A. De notar que na presenga de sobreexpressao do
sistema AcrAB-TolC e num ambiente rico em protdes, o efeito do inibidor
Na3VO4 ¢ completamente anulado, realcando a dependéncia do sistema AcrAB-
TolC da FPM. Num ambiente com escassez em protdes (pH 8), o efeito de
inibi¢do das ATPases membranares causado pelo NazVO4 é aumentado, nao
sendo suprimido ou diminuido mesmo na presenca de GLU, mesmo na estirpe
com sobreexpressao de AcrAB-TolC (AG100tgr). No caso da estirpe AG100A,
a inactivagdo das BE do tipo ABC pelo Na3VO, ¢ directa e significativa, uma
vez que estas bombas dependem directamente da energia provida por estas
ATPases membranares para poderem operar;

Num ambiente rico em protdes (pH 5), o efeito de inibi¢do das P-ATPases
dependentes dos canais de calcio, potéssio e sodio, causado pelo CPZ, ¢ muito
reduzido uma vez que a inibicdo das P-ATPases ndo afecta a FPM para as
bombas RND (tal como o AcrAB-TolC) operarem, ou as F-ATPases que
garantem o funcionamento dos sistemas ABC da estirpe AG100A. A presenga
ou auséncia de GLU nao tem pois qualquer influéncia na manutengao do efluxo

de EtBr. Num ambiente com escassez em protoes (pH 8), o efeito de inibicao
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das P-ATPases causado pelo CPZ conduz a um aumento da acumulacao de EtBr,

nao sendo suprimido ou diminuido mesmo na presenca de GLU.

Em resumo, foi possivel optimizar a aplicagdo do método fluorimétrico semi-
automatico, para monitoriza¢do do transporte de EtBr através da parede de E. coli,
utilizando a fluorimetria em tempo real no Rotor-Gene "™ 3000, através da definicdo
dos parametros e condigdes experimentais essenciais para a obtencdo de resultados
significativos em termos da bioenergética deste efluxo bacteriano. Os resultados
mostraram que, o sistema de efluxo intrinseco de EtBr em E. coli ¢ maioritariamente
efectuado pelo sistema AcrAB-TolC, o qual ¢ controlado directamente pela energia
proveniente da FPM transmembranar, a qual ¢ maioritariamente mantida pelas F-
ATPases apoiadas secundariamente pelas P-ATPases bacterianas. Todo este sistema
estd dependente do catabolismo da GLU e da concentragao de protdes no meio (pH
extracelular). Quando o sistema AcrAB-TolC esta inactivo, outras BE encarregam-se de
efluxar o EtBr, tendo os resultados apontado que estas deverdo ser BE dependentes de
ATPases, ou seja, do tipo ABC. De todos os compostos testados, o mais eficiente na
inibi¢do do transporte de EtBr em E. coli foi 0 NazVQy, ao inibir directamente a fonte
primordial de protdes para a FPM bacteriana, as F-ATPases. O segundo mais eficiente
foi a fenotiazina CPZ que inibe preferencialmente as P-ATPases bacterianas, as quais
actuam como suporte secundario para a manutencdo da FPM, ao translocarem catides
por protoes.

Contribuiu-se assim para um melhor conhecimento da bioenergética do efluxo em E.
coli. Uma vez que a resisténcia intrinseca das estirpes de E. coli ¢ afectada pelos IBEs
testados tais como o Na3VO,, CPZ e TZ, estes efeitos podem vir a ser importantes na

pesquisa e desenvolvimento de novas e mais eficazes terapias antimicrobianas.
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4.1. Perspectivas Futuras

Sendo a resisténcia bacteriana aos antibidticos um aspecto do conhecimento
actualmente em grande expansdo, a accdo das bombas de efluxo (BE), e a sua
interligacdo com outros mecanismos de regulacdo do transporte celular, como o da
sintese de porinas, ¢ hoje uma realidade que se tera de ter em conta quando se procura
explicar o fendmeno conhecido de médicos e microbiologistas de que a medida que se
acentua o uso de um antibidtico, maior a rapidez no aparecimento de estirpes
resistentes. Os investigadores sdo unanimes em afirmar que o antibidtico ¢ um factor de
seleccdo que privilegia as bactérias que possuem determinantes genéticos para a
resisténcia, seja as que adquiriram genes de resisténcia ou uma mutagdo de resisténcia,
seja por aumento dos fendémenos associados de resisténcia dita fisioldgica ou aumento

da expressao e da actividade das BE.

Certamente que o desenvolvimento de inibidores especificos de BE, nomeadamente
aqueles que interfiram nos requisitos energéticos especificos deste efluxo, facilitara
grandemente a quimioterapeutica antibacteriana, podendo tornar bactérias resistentes,
em susceptiveis a doses terapéuticas normais, € como tal permitir um reaproveitamento
do actual arsenal quimioterapeutico e assim contribuir para o combate ao flagelo da

resisténcia aos antibiodticos.

A tecnologia e metodologia aqui aplicada e optimizada, tendo em conta os resultados
obtidos, poderd ser uma enorme mais valia na determinagdo em tempo real de novos
inibidores e das melhores condigdes ambientais, para que se possa prevenir € combater

a multirresisténcia por BE.
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