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Resumo

As bactérias desenvolveram ao longo do tempo, mecanismos que lhes permitem superar
os efeitos nocivos causados por uma grande variedade de compostos antimicrobianos. Os
sistemas de efluxo e a permeabilidade reduzida da parede celular sdo dois desses mecanismos.

Para se estudar a resisténcia aos antibiéticos mediada por efluxo em Escherichia coli, a
influéncia dos inibidores de efluxo na resisténcia, os mecanismos de ac¢io desses inibidores, a
sua relacdo com a bioenergética e a competicdo entre substratos de efluxo, usaram-se duas
estirpes de E. coli: a estirpe AG100, com o sistema de efluxo AcrAB-TolC funcional, e a estirpe
AGI100A, com o sistema AcrAB-TolC inactivo. Os inibidores testados foram a cloropromazina,
tioridazina, ortovanadato sédio, arilpiperazina, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona e o
verapamil. Estes compostos foram avaliados i) quanto a sua capacidade para inibir o sistema de
efluxo AcrAB-TolC, através de um método fluorométrico semi-automdtico; ii) quanto a
capacidade para diminuirem a susceptibilidade de E. coli aos antimicrobianos, através da
determinacdo de concentracdes minimas inibitérias na presenga e auséncia de inibidores de
efluxo; iii) quanto ao seu efeito ao nivel da membrana celular, nomeadamente, disrup¢do do
potencial de membrana, por microscopia de fluorescéncia. Para além disso, estes inibidores
foram usados em ensaios de competicdo entre o brometo de etidio e os antibidticos tetraciclina,
ofloxacina e oxacilina.

Os resultados demonstraram que todos os compostos estudados foram capazes de
diminuir a actividade de efluxo. Os compostos que apresentaram um efeito mais relevante
foram a cloropromazina e o ortovanadato sédio. Contrariamente, as arilpiperazinas
demonstraram um maior efeito na redug@o dos valores das concentragdes minimas inibitérias
dos antibiéticos testados realcando o facto de que o efeito destes compostos tidos como
inibidores nem sempre corresponde a inibicdo real de efluxo. Para além disso, foi possivel
dividir os inibidores em dois grupos: (i) dependentes da ac¢do da glucose — NMP e VP, e (ii)
independentes da acc¢do da glucose — CCCP, CPZ, Naz;VO,. Os resultados de microscopia de
fluorescéncia demonstraram que todos os compostos testados possuem um efeito imediato ao
nivel da producao de energia celular, afectando o potencial de membrana. Por dltimo, os ensaios
de competicdo entre substratos demonstraram a existéncia de um efeito sinérgico,
nomeadamente com tetraciclina e ofloxacina, uma vez que permitiram a retencdo de mais
brometo de etideo no interior das células.

Os resultados obtidos evidenciam a relagdo entre a resisténcia aos antibidticos por
efluxo activo em E. coli, em particular pelo sistema AcrAB-TolC, e a sua dependéncia de
energia fornecida pela hidrélise de ATP. Deste modo, podemos concluir que os inibidores de

efluxo podem ser potenciais alvos para o desenvolvimento de novas terapias no combate a
resisténcia em E. coli.



Abstract

Bacteria developed mechanisms that allow overcoming the noxious effects caused by a
wide variety of compounds. Two of these strategies are the increase of the activity of efflux
pumps and the reduced permeability of the cell wall. This work aims to contribute to: (i) a better
understanding of efflux inhibitors mechanisms of action; (ii) correlate the mechanisms of action
these efflux inhibitors with bioenergetic alterations at cell wall level; iii) study the competition
between efflux pumps substrates and, (iii) evaluate, in vitro, combinations of antibiotics and
efflux inhibitors that have the capacity to inhibit efflux pumps activity in Escherichia coli.

For that, we used two E. coli strains: strain AG100, which has the efflux system AcrAB-
TolC active, and strain AG100A, with AcrAB-TolC inactivated. The efflux inhibitors tested
were chlorpromazine, thioridazine, sodium orthovanadate, arylpiperazin, carbonyl cyanide-m-
chlorophenylhydrazone (CCCP) and verapamil. These compounds were assayed i) for their
capacity to inhibit the efflux system AcrAB-TolC by a semi-automated fluorometric method; ii)
for their ability to decrease the susceptibility for the antibiotics through minimal inhibitory
concentration determination in presence and absence of efflux inhibitors; and iii) for their effect
on the cell membrane, namely, disruption of the membrane potential, evaluated by fluorescence
microscopy. Also, these efflux inhibitors were used in competition assays between ethidium
bromide and the antibiotics tetracycline, ofloxacin and oxacilin.

The results demonstrated that all inhibitors provide efflux inhibition. Chlorpromazine
and sodium orthovanadate were the two efflux inhibitors with more capacity to inhibit real-time
efflux of ethidium bromide. Conversely, in the reduction in the minimal inhibitory
concentration values of the antibiotics tested, the arylpiperazin was the most effective inhibitory
agent highlighting the fact that minimal inhibitory concentration reduction effects of putative
efflux inhibitors not always reflect a real efflux-pump inhibition. Moreover, the results allow us
to divide the efflux inhibitors in two groups: (i) those that are dependent of glucose —
arylpiperazin and e verapamil, and (ii) those that are independent of glucose — CCCP,
cholpromazine and sodium orthovanadate. The results obtained with the fluorescence
microscopy show that all the compounds tested have an immediate effect on the production of
cellular energy, affecting the membrane potential. Moreover, the results obtained further
supports the conclusion that combinations of antibiotic plus efflux inhibitors results in a
synergistic effect allowing the retention of more ethidium bromide inside the cells.

This study revealed the relation between E. coli antibiotic resistance and active efflux,
in particular by the AcrAB-TolC system, and its dependence on the energy provided by the
hydrolysis of ATP. In conclusion, efflux inhibitors might be a new potential target for the
development of new synergistic therapies to combat antibiotic resistance in E. coli.
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1. INTRODUCAO

1.1 Enterobacteriaceas

As Enterobacteriaceas constituem uma familia numerosa, composta por bacilos
Gram- negativos, aerobios-anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, imdveis
ou moveis, com flagelos peritricos, fermentadores de glucose, catalase positivos e
citocromo-oxidase negativos. Fazem parte da flora indigena do Homem e de outros
mamiferos e encontram-se dispersas na natureza colonizando um vasto nimero de

habitats (Ferreira et al., 2010).

Os microrganismos desta familia sdo causadores de infec¢des humanas, podendo
estas ser urinarias ou entéricas, com uma elevada morbilidade e mortalidade. As
infecgdes causadas por microrganismos desta familia constituem um sério problema de
saude publica devido a elevada emergéncia de estirpes com resisténcia aos principais
grupos de antibiticos, como os P-lactdmicos, quinolonas e aminoglicosideos,

principalmente em ambiente hospitalar (de Sousa et al., 2000; Ferreira et al., 2010).

De entre os géneros incluidos nesta familia destacam-se Escherichia,
Enterobacter, Salmonella, Serratia, Shigella e Yersinia (Ferreira et al., 2000; Walker,

1998).

1.1.1 Escherichia coli - Caracteristicas gerais

Escherichia coli foi descrita por Theodor Escherich em 1885. Apresenta forma
de bastonete com 0,5 um de diametro e 1,5 pm de comprimento (Ferreira et al., 2010;
de Sousa et al., 2000). Possui dois tipos de apéndices, os flagelos e as fimbrias. Os
flagelos permitem a mobilidade e as fimbrias proporcionam a adesdo da bactéria,

impedindo a sua eliminacdo pela urina ou fezes liquidas (Neidhardt et al., 1990).
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Este microrganismo € frequentemente utilizado como modelo em estudos de
bioquimica molecular e microbiana, devido ao reduzido tempo de geracdo e a reduzida

necessidade de requisitos nutricionais (Berg et al., 2004).

Parede celular

E. coli e todas as outras bactérias Gram-negativas caracterizam-se por possuirem
uma parede celular relativamente simples (Figura 1). A regido mais interna da parede
celular € a membrana plasmadtica, composta por uma bicamada de fosfolipidos
intercalados com proteinas de membrana. Esta regula o transporte de metabolitos para o
interior e para o exterior do citoplasma, controlando a pressdo osmética e o pH. A
membrana plasmatica é seguida do periplasma, um espaco eldstico, flexivel e
relativamente poroso, constituido por uma camada fina de peptidoglicano que confere
rigidez e da forma a célula (Molloy et al., 2000; Stratton, 2002). Adjacente a esta
camada de peptidoglicano encontra-se a membrana externa, exclusiva das bactérias
Gram-negativas, correspondendo a uma segunda bicamada lipidica (semelhante a

membrana plasmadtica), que contém fosfolipidos, lipoproteinas, proteinas e

lipopolisacaridos.

(A)

Porina Lipopolissacaridos

2um
Lipoproteina
(B)
M
@ J Membrana externa
-~
=
4

Periplasma

Membrana plasmatica

d A g

Fosfolipidos Proteina integral Peptidoglicano

Figura 1. Composicio da parede celular das bactérias Gram-negativas. (A) Observagdo por
microscopia electrénica da parede celular de bactérias Gram-negativas; (B) Representagdo esquematica
da constituicdo da parede celular de bactérias Gram-negativas, com os organelos da membrana
plasmadtica, periplasma e membrana externa (Adaptado de Ryan et al., 2010).
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A membrana externa funciona como uma barreira de permeabilidade,
prevenindo a entrada de substincias tdxicas para O microrganismo, tais como
antibidticos, corantes, detergentes e desinfectantes (Hancock, 1997; Nikaido, 1994;
Stratton, 2002). No entanto, esta membrana ndo é totalmente impermedvel pois permite
a passagem de substancias para o interior e para o exterior da célula. Grande parte deste
fluxo ocorre por meio de proteinas ou canais especificos ancorados na membrana
externa, designadas por proteinas de membrana externa (OMP; do inglés “Outer
Membrane Protein”), ou simplesmente porinas. As porinas sdo proteinas estruturais que
formam canais permitindo a difusdo espontanea de pequenos solutos inespecificos
(Nikaido, 1994; Ferreira et al., 2010). Em E. coli as principais porinas sao a OmpC e
OmpF (Nikaido et al., 1983). Estas sdo proteinas estruturais que possibilitam a difusao
passiva de pequenos solutos mas minimizam a penetragdo de compostos nocivos e de
grandes dimensdes, diminuindo o influxo da maioria dos antibiéticos (Nikaido, 1992).
Uma outra porina, a OmpA € uma proteina monomérica que permite uma difusdo lenta
e especifica de pequenos solutos. Existem também, porinas de elevada especificidade
em E. coli como a LamB, que facilita a difusdo de maltose, a OprB que € especifico
para o transporte de glucose, e a OprP um canal especifico do fosfato (Nikaido, 1992;

Nikaido, 1994).

Muitas das proteinas de membrana sdo enzimas, que catalisam vdrias reacc¢oes
biossintéticas e processos bioenergéticos. De forma generalizada sabe-se que as
moléculas lipossoliveis atravessam as membranas biolégicas com menor grau de
dificuldade enquanto as moléculas insoliveis em lipidos ndo tem capacidade para
atravessar a membrana (Stratton, 2002). Deste modo, necessitam de transportadores ou
canais proteicos hidrofilicos, que recorrem a intermedidrios responsaveis pela energia
necessdria para a translocagcdo membranar. Como exemplos destes intermedidrios temos
a energia livre proveniente da hidrélise de ATP (ATPases), a energia luminosa e a
dissipacdo do gradiente i6nico (Poole et al., 2007). Estas proteinas transportadoras,
denominadas por bombas de efluxo, por oposicao as proteinas estruturais. Transportam
agentes quimicos toxicos para a célula para o exterior através de canais especificos
localizados na membrana externa, diminuido a sua concentracao dentro da célula (Pages

et al., 2005).

Introdugdo 3



1.1.2 Caracteristicas bioquimicas

O habitat natural de E. coli é o limen intestinal humano e de outros mamiferos.
Consegue estabelecer uma relacio simbidtica no intestino humano, uma vez que possui
a capacidade de produzir vitaminas que sdo absorvidas pelo hospedeiro, usando a
glucose por ele fornecida de modo a obter todos os constituintes celulares necessarios a
sua sobrevivéncia. Sendo mesoéfilo é capaz de crescer a temperaturas entre 8 °C e 48 °C,
sendo a temperatura Gptima de crescimento de 37 °C. E um fermentador de lactose e
lisina descarboxilase, ornitina descarboxilase e -galactosidade positivos (Ferreira et al.,

2010; de Sousa et al., 2000; Willey et al., 2011).

1.1.3 Vias metabdlicas — producio de energia

Em qualquer ser vivo o crescimento é um processo dindmico que requer energia
e nutrientes para a sintese dos componentes celulares e manutengao celular (Ferreira et
al., 2010). Existem muitos factores que afectam o crescimento microbiano tais como a
temperatura, disponibilidade de &4gua, pH, oxigénio e macro e micronutrientes
essenciais. Todos os microrganismos sdo caracterizados quanto as suas necessidades

nutricionais, em funcao da fonte de energia e da fonte de carbono (Ferreira et al., 2010).

Os organismos heterotréficos, aerdbios - anaerdbios facultativos, como E. coli
retiram energia das mais diversas moléculas organicas. A glucose é uma delas. E um
actiicar muito utilizado devido a sua facil metabolizagdo e funciona como fonte de
carbono e fonte de energia. A conversdo metabdlica das moléculas organicas em energia

. . 1 . . .
ocorre por um processo designado por catabolismo'. E. coli possui quatro vias

metabdlicas para a conversao de carbono e oxigénio em energia. Essas vias sdo:

a) Fermentacdo da glucose — quando a bactéria se encontra desprovida de

oxigénio, ocorrendo fermentacdo da glucose e produzindo essencialmente

! Catabolismo é uma das vias de reac¢des quimicas que ocorrem no interior da célula (metabolismo), esta
via € responsdvel pela degradacdo de moléculas, enquanto a biossintese de moléculas é uma outra via
denominada de anabolismo.
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etanol, acetato, formato, succinato e lactato. Esta via anaerdbia produz trés
moléculas de ATP, uma de acetato, uma de etanol e duas de formato por cada
molécula de glucose fermentada, traduzindo-se num rendimento energético de

0,5 moles de ATP por mole de glucose consumida.

b) Oxidacdo da glucose — quando a bactéria se encontra na presenga de oxigénio,
de forma ndo limitante. Este processo ocorre por etapas: 1) transporte da glucose
para o citoplasma através de um sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferase. Este
processo estd associado a fosforilagdo da glucose a glucose-6-fosfato. J4 no
citoplasma, ocorre 2) a degradacdo da glucose-6-fosfato a piruvato pela
glicélise, ou via de Embden-Meyerhof-Parnas. Posteriormente, 3) a molécula de
piruvato sofre descarboxilagdo oxidativa formando a acetil-coenzimaA pela
enzima piruvato desidrogenase. 4) Oxidac¢do do acetil-CoA a diéxido de carbono
pela via dos 4cidos tricarboxilicos (TCA) ou ciclo de Krebs, onde € gerada
energia e poder redutor, para além de macromoléculas intermedidrias do
processo, p.e. oxaloacetato e o-cetoglutarato. Por ultimo, 5) na membrana
citoplasmadtica ocorre a fosforilagdo oxidativa das coenzimas reduzidas na cadeia
transportadora de electrdes. A cadeia transportadora de electrdes ou respiragao é
um processo de producdo de ATP no qual os complexos actuam como dadores
de electrdes através de uma cadeia transportadora para aceitadores de electroes.
Durante essa transferéncia de electrdes, o aceitador final fica carregado
negativamente e combina-se com os protdes (H') em solucdo que sdo
transportados para fora da membrana citoplasmatica, formando a forca
protomotriz (FPM), responsdvel pela variagdo de pH (ApH) e pelo potencial de
membrana (AY) devido a distribuicao desigual de cargas (Dimroth et al., 2000).
Com a passagem dos protdes novamente para o citoplasma, porque ambos 0s
parametros actuam em sentidos opostos, a energia da FPM ¢é catalisada pela
ATPase, conduzindo a formacdo de ATP. Uma vez que a membrana
citoplasmatica é impermedvel ao H', os protdes apenas poderdo reentrar em
locais especificos onde através das ATPases ocorre a sintese de ATP (Ferreira et

al., 2010; Murray et al., 2005).
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¢) Oxidagdo e fermentagdo da glucose — em condi¢des aerdbias, mas com glucose
em excesso. Neste caso pode ocorrer a via fermentativa originando compostos
de baixo peso molecular sendo o acetato é o composto formado com maior

frequéncia.

d) Oxidacdo do acetato — o acetato formado na via fermentativa pode ser oxidado e
usado como fonte de carbono secundaria. Quando o acetato € a tUnica fonte de
carbono, os compostos intermedidrios do TCA sdo produzidos pelo ciclo de
glioxilato que € inibido pela presenca de glucose (Carlson et al., 2004; Murray et

al., 2005).

1.2 Agentes antimicrobianos e seus mecanismos de ac¢cao

O desenvolvimento e uso de antibidticos constituiram um passo importante para
o controlo de doencas infecciosas. Contudo, o aparecimento de estirpes resistentes
tornou muitos dos correntes antibidticos ineficazes. Como consequéncia, doencgas
infecciosas como a tuberculose reemergiram e constituem actualmente um grave
problema de saude publica (Putman et al., 2000). O termo antibidtico designa uma
substancia que € produzida por um determinado microrganismo, antagonista do
crescimento de outros microrganismos (Martins et al., 2008). Os antibidticos podem ser
classificados como bacteriostiticos se inibirem o crescimento do microrganismo sem
afectar a sua viabilidade, ou bactericidas se afectarem a viabilidade do microrganismo
(Hancock, 2005). Os agentes antimicrobianos englobam antibidticos de origem natural
bem como compostos sintéticos capazes de inibir o crescimento ou afectar a viabilidade

bacteriana (Mandingan et al., 1997).

O uso de agentes antimicrobianos, utilizados isoladamente ou em combinacao,
depende em grande parte, do conhecimento do seu mecanismo de ac¢do e da sua
interac¢do com a célula bacteriana (Martins et al., 2008). Os antimicrobianos afectam a
viabilidade dos microrganismos através de cinco mecanismos: (1) inibi¢do da sintese da
parede celular, (2) inibicdo da sintese proteica, (3) inibicdo da sintese de d4cidos
nucleicos, (4) inibicdo competitiva de metabolitos essenciais, e (5) alteracdo da

permeabilidade da membrana celular (Pages et al., 2005).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos principais mecanismos de accio de agentes
antimicrobianos. 1) Inibi¢do da sintese da parede celular, 2) inibicdo da sintese proteica, 3) inibi¢cdo da
sintese de dcidos nucleicos, 4) inibi¢do por competicdo de metabolitos e 5) alteragdo da permeabilidade
membranar (Adaptado de Prescott et al., 2002).

A inibicao da sintese da parede celular ¢ um dos mecanismos mais comuns. A
maioria dos antibioticos com este modo de ac¢do sdo os P-lactdmicos (penincilinas,
ampicilinas, cefalosporinas e cefamicinas) (Prescott et al., 2002). Estes antibidticos
provocam defeitos estruturais na parede celular bacteriana, suprimem a formacdo de
uma parede celular rigida, afectando a pressdao osmdética da célula, resultando na sua
ruptura. Essas alteracdes devem-se a interac¢do das PBPs (do inglés “Penicillin Binding
Protein”) sobre os tetrapéptidos do peptidoglicano, inibindo a sua sintese (Lomovskaya

et al., 2001; Poole et al., 2007).

A inibicao da sintese proteica pode ocorrer por inibi¢ao da sintese de RNA ou
por inibicdo completa da sintese proteica. Dentro desta classe encontram-se (i) os
aminoglicosideos que actuam directamente na unidade ribossomal 30S, provocando
alteracdes nas diferentes fases da sintese proteica; ii) os anfenicdis (cloranfenicol e
tianfenicol) que se ligam reversivelmente a subunidade ribossomal 50S inibindo a
ligacdo do tRNA e bloqueando a sintese do polipéptido (Poole et al., 2007; Lomovskaya

et al.,2001) e a iii) tetraciclina, que inibe a sintese proteica através da sua ligacdo a sub-
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unidade ribossomal 30S causando a interrupcdo da ligacdo do complexo tRNA-

aminodcido ao ribossoma impedindo o alongamento proteico.

Outro mecanismo ¢é a inibicao da sintese de acidos nucleicos. Os antibiéticos
com este modo de acg¢do actuam directamente nos acidos nucleicos, ligando-se ou a
subunidade B da RNA polimerase, inibindo a transcri¢ao (p.e. rifampicina) ou ligando-
se a DNA girase e/ou topoisomerases (II e IV), inibindo o processo de replicacdo de

DNA (p.e. quinolonas) (Lomovskaya et al., 2001).

Existem outros antimicrobianos que actuam como inibidores competitivos
bloqueando o funcionamento das vias metabodlicas por inibicdo competitiva entre
metabolitos e enzimas essenciais. Como exemplo deste modo de accdo temos as
sulfonamidas, que bloqueiam passos sucessivos da sintese do dcido félico necessario a
sobrevivéncia das bactérias (Prescott et al., 1999). Por udltimo, existem antimicrobianos
que afectam a integridade da membrana celular. Estes provocam alteracdes na
integridade da membrana alterando a sua permeabilidade. Antimicrobianos como as
polimixinas e tirotricinas desorganizam e originam orificios na membrana que
conduzem a perda de metabolitos essenciais para a sobrevivéncia da célula (Martins et

al., 2008).

Os antibidticos mais utilizados no tratamento de infeccdes causadas por E. coli
(principalmente infec¢des urindrias) sdo a sulfonamida, trimetoprim, amoxacilina,
ciprofloxacina e outras quinolonas. No entanto, a amoxacilina tem-se tornado ineficaz
no tratamento de infec¢Oes urindrias, devido a emergéncia de estirpes resistentes

(Piddock et al., 20006).
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Tabela 1 — Mecanismos de ac¢io de alguns agentes antimicrobianos mais utilizados na terapéutica
de infecgdes bacterianas (Adaptado de Murray et al, 2005).

Classe de
Antimicrobiano Modo de accao Alvo
Ligacdo as PBPs e enzimas
Inibi¢do da sintese de
B-lactamicos responsaveis pela sintese do
peptidoglicano
peptidoglicano
Inibicdo da sintese proteica
Aminoglicosideos (provoca erros de leitura no Subunidade ribossomal 30S

mRNA)

Inibi¢do da sintese proteica
Cloranfenicol Subunidade ribossomal 50S
(impede a ligagcdo do tRNA)

Inibi¢do da sintese proteica

Macrélidos (previne elongacdo dos Subunidade ribossomal 50S
polipéptidos)
Quinolonas Inibi¢do da sintese de DNA DNA gyrase e topoisomerase IV
Rifampicina Inibicio da sintese de RNA RNA polimerase dependente de
DNA

Interrup¢@o da sintese de 4cido ) )
Sulfonamidas Enzima “synthase dihydropteroate”
folico

Tetraciclinas Inibicdo da sintese proteica Subunidade ribossomal 30S

1.3 Mecanismos de resisténcia aos antibioticos

Ao longo dos anos, o uso continuo de agentes antimicrobianos tem levado os
microrganismos a desenvolverem mecanismos de resisténcia que os ajudam na sua
sobrevivéncia. Esses mecanismos sdo a causa da resisténcia multiplos compostos,
comummente designada por multirresisténcia (MDR; do inglés “Multi Drug Resistance”
(Giedraitiene et al., 2011). As bactérias sdo dadas como resistentes quando ocorre um
aumento da concentracdo minima inibitéria (CMI) determinada, com consequente

reducdo da eficicia clinica do antibidtico. A CMI € definida como a menor
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concentracdo do antibidtico a qual ocorre inibi¢do do crescimento do microrganismo

(Pallasch, 2003).

A resisténcia de um microrganismo a um determinado agente antimicrobiano
pode ser intrinseca ou adquirida (Blair et al., 2009). A resisténcia intrinseca ou
resisténcia natural define-se como uma caracteristica natural, que permite a bactéria
controlar ou bloquear a accdo do agente antimicrobiano. Esta surge como consequéncia
de processos adaptativos e sem que seja necessdria a aquisi¢ao de informagao genética
adicional. Dois dos mecanismos considerados como principais causas desta resisténcia
sdo a reduzida permeabilidade da membrana e os sistemas de efluxo activos (Normark
et al., 2002). A reduzida permeabilidade da membrana influéncia fortemente o acesso
do antibidtico ao interior da célula uma vez que para que o antimicrobiano atinja o seu
alvo celular tem de ultrapassar barreiras fisicas, como o envelope celular. As penicilinas
lipofilicas (p.e. oxacilina), a eritromicina, a novobiocina, o &cido fusidico e as
quinolonas sdo exemplos de antimicrobianos que proporcionam elevada resisténcia
intrinseca em bactérias Gram-negativas (Nikaido, 1998). Os principais mecanismos que
estdo associados a redu¢do do influxo do composto sdo a permeabilidade da bicamada
fosfolipidica da membrana externa, as caracteristicas das porinas de membrana e as
proteinas de transporte membranar. A resisténcia adquirida refere-se ao
desenvolvimento de resisténcia numa dada estirpe anteriormente sensivel ao
antimicrobiano em questiao. Pode ocorrer com o aparecimento de mutagdes espontaneas
num gene alvo, ou por transferéncia de genes através de diversos elementos moveis tais
como plasmideos, transposdes e integroes (Giedraitiene ef al., 2011). Para além da
aquisicdo de mutacdes, podem desenvolver outros mecanismos, tais como: a inactivacao
ou decomposi¢do enzimatica do antimicrobiano, alteracdo da molécula alvo, reducdo da
permeabilidade da membrana para o composto, falha na activacdo dos antimicrobianos
no interior da célula, super-producdo dos locais alvo e extrusdo activa do composto
(Fluit et al., 2001; Giedraitiene et al., 2011; Kumar et al., 2005; Mahamound et al.,
2007; Poole et al., 2005; Tennover et al., 2006; Yamada et al., 2006).

Um exemplo de producdo de enzimas bacterianas que inactivam o composto

antimicrobiano € a enzima B-lactamase. Esta promove a hidrélise do anel B-lactamico,
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evitando que este actue nas proteinas de ligacdo nao afectando deste modo a sintese do
peptidoglicano. Relativamente aos aminoglicosideos, este mecanismo também pode
ocorrer através da producao de acetiltransferases aminoglicosidicas (AAC), nucleotidil-
transferases aminoglicosidicas (ANT) e fosfotransferases aminoglicosidicas (APH). As
enzimas AAC modificam por acetilacio os aminoglicosideos com grupo amino e as
ANT e APH modificam por fosforilagdo os aminoglicosideos com grupo hidroxil. Estes
perdem assim a capacidade de se ligar ao ribossoma impedindo a inibi¢do da sintese
proteica (Fluit et al., 2001; Nikaido, 2009; Putman et al., 2000).

Um outro mecanismo de resisténcia € a ocorréncia de mutagdes ou a
modificacdo de alvos celulares. Estas sdo causadas por alteracdes enzimadticas e
proporcionam uma reducao na afinidade do antibidtico para com o seu local de ligacao.
Um exemplo deste mecanismo € a redugdo de afinidade dos macrélidos ao ribossoma
através da metilacdo da subunidade 23S do 4cido ribonucleico ribossomal (rRNA)
(Poole et al., 2007; Putman et al., 2000).

A resisténcia as sulfonamidas em Enterococcus € um exemplo de super
producdo de moléculas alvo resultando na super-producao de 4cido para-aminobenzdico
(Pallasch, 2003). A reducdo de permeabilidade da parede celular ocorre quer por
diminui¢@o na expressdo dos poros da membrana externa, quer por fecho destes mesmos
canais (Pallach, 2003) ou pela expulsdo do antibidtico para o exterior, mediada por

bombas de efluxo (Grkovic et al., 2002; Poole et al., 2007).

De entre os mecanismos anteriormente referidos, nesta tese apenas analisamos a

resisténcia mediada por bombas de efluxo em Escherichia coli.

1.4 Sistemas de efluxo em E. coli

Para combater a MDR e os problemas que dai advém é importante investir em
vérias estratégias como o desenvolvimento de compostos com capacidade de contornar
ou bloquear bombas de efluxo de forma a restaurar e preservar a fungcdo do
antimicrobiano (Mahamound et al., 2007). Inicialmente, o Uinico mecanismo conhecido
que justificasse a resisténcia intrinseca era a barreira de permeabilizacdo denominada de

membrana externa. Agora sabe-se que a resisténcia intrinseca € resultado quer da
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barreira de permeabilizacdo quer da promiscua actividade das bombas de efluxo que

nela se encontram (Machado et al., 2012, dados nao publicados).

Os sistemas de efluxo sdo proteinas de membrana especificas de transporte de
substancias para o exterior da célula. Estas proteinas podem ser codificadas em
plasmideos ou no cromossoma bacteriano, e podem ser especificas, facilitando o efluxo
de exclusivamente um substrato, ou inespecificas se transportarem vdarios substratos,

desde antibidticos a corantes e biocidas (Langton et al., 2005; Piddock et al., 2006).

A existéncia de sistemas de efluxo encontra-se descrita quer em células
procariotas quer em eucariotas. Em 1980 foi descrito o primeiro sistema de efluxo em
procariotas, documentado pelo estudo do efluxo de tetraciclina em E. coli (Langton et
al., 2005). Ao longo dos tultimos anos, com a sequencia¢do do genoma bacteriano uma
grande variedade de proteinas de transporte, em diferentes espécies, foi ja descrita. Na
sua maioria, estes sistemas de efluxo potenciam a saida de varios compostos do interior
da célula, incluindo ndo s6 agentes antimicrobianos mas também corantes, detergentes e

solventes organicos (Li et al., 2009).

A resisténcia mediada por bombas de efluxo ndo estd s6 descrita em bactérias,
mas também em outros microrganismos, tais como fungos (Candida albicans -
CaMDR1) e parasitas (Plasmodium falciparum — PEMDR). Neste sentido, os sistemas
ou bombas de efluxo sdo proteinas ubiquas localizadas na membrana citoplasmética de

todos os tipos de células (Marquez et al., 2005).

Os sistemas de efluxo podem ser classificados em duas grandes classes, de
acordo com as suas caracteristicas bioenergéticas e estruturais: 1) transportadores
primaérios; e 2) transportadores secundarios. Os primeiros s3o sistemas dependentes de
ATP e os segundos actuam com base no gradiente do potencial electroquimico da
membrana plasmética, a FPM (Bambeke et al., 2000; Levy, 2002; Marquez et al.,
2005).
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1.4.1 Transportadores primarios

Os transportadores primarios englobam a superfamilia de transportadores “ATP
Binding Cassette” ou também denominada de superfamilia ABC. Estes transportadores
sdo proteinas integrais de membrana que facilitam o transporte de moléculas através da
membrana lipidica contra o gradiente de concentracdo, utilizando energia derivada da
hidrélise de ATP (Moussatova et al., 2008). Estas proteinas estdo presentes em todos os
sistemas de membrana da célula e desempenham um papel importante no transporte de
toxinas, antimicrobianos e de muitas outras substincias incluindo agucares,
aminodcidos, ides, polissacarideos e proteinas (Marquez et al., 2005; Piddock, 2006;

Bambeke et al., 2000; Li et al., 2009).

Os transportadores ABC sdo constituidos por seis a doze dominios
transmembranares (TMDs). Entre estes, encontram-se dois dominios de ligacdo de
nucleotideos (NBDs) e dois dominios que reconhecem o agente a ser transportado. Os
NBDs sdo proteinas soliveis em dgua associadas aos TMDs num dos lados da
membrana. Os TMDs sdo as estruturas que formam o canal transportador. A estrutura
destes transportadores, tal como o seu nimero de hélices transmembranares, podem
variar entre oito e 20. Em contrapartida, os NBDs sdo altamente conservadas com os
motivos A e B, que sdo caracteristicos de todas as proteinas de ligacdo de ATP. Estas
pontes de ligacdo sdo especificas dos transportadores ABC, pois é neste local que o
ATP se liga e ocorre a sua hidrdlise que, por sua vez, provoca a libertacao de um protao

para que ocorra o transporte (Moussatova et al., 2008, Kumar et al., 2005).
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Figura 3 — Representacio esquematica do modelo estrutural da super familia “ATP binding
cassette” (Adaptado de Putman et al, 2000).

Em células procariotas encontram-se descritas cerca de 21 proteinas
transportadoras pertencentes a esta familia (Kumar et al., 2005). Algumas destas
proteinas estdo envolvidas na extrusdo de apenas um antimicrobiano, e outras sao
responsaveis pelo transporte de varios compostos. Como transportadores especificos, E.
coli possui a proteina BtuCD, responsével pela extrusio da vitamina B12. Por sua vez, a
bomba LmrA nos Lactococcus lactis, o transportador Sav1866 em Staphylococcus
aureus € a MsbA em E. coli sdo responsdveis pelo transporte de varios compostos

(Moussatova et al., 2008).

Em mamiferos também foram descritos dois dos mais importantes
transportadores desta superfamilia, o MDR1 e MDRPI1. Estes transportadores existem
em diferentes tipos de células do organismo humano, incluindo em células importantes
do sistema imunitdrio como linfécitos, mondcitos e macrofagos (Poole, 2000). A P-
glicoproteina (MDR1) € responsédvel pela extrusdo de citocinas e antibidticos como

fluoroquinolonas, macrolidos, B-lactimicos e tetraciclinas (Bambeke et al., 2003).
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1.4.2 Transportadores secundarios

Os transportadores secunddrios medeiam o transporte de moléculas através de
um gradiente electroquimico, denominado FPM. Este gradiente electroquimico consiste
num gradiente de potencial electroquimico e um gradiente quimico de protdes. Os
transportadores secunddrios funcionam por antiporte mediando o efluxo de compostos a
custa da translacdo de protdes (ou ides). Este tipo de transportadores encontra-se na sua
grande maioria em bactérias e leveduras (Langton et al., 2005; Paulsen et al.1996,).
Com base no tamanho e semelhancas nas estruturas primdrias e secunddrias estes
transportadores sdo subdivididos em quatro familias (Marquez, 2005): “Major
Facilitator Superfamily” (MFS); Familia “Resistance Nodulation and cell Division”
(RND); Familia “Small Multi-drug Resistance” (SMR); Familia “Multidrug and Toxic

compound Extrusion” (MATE), representadas na Figura 4.

Clorexidina

Membrana |
Citoplasma I + |
a

Figura 4 - Esquema das cinco classes representativas das respectivas familias de bombas de efluxo
(Adaptado de Piddock et al., 20006).
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1.4.2.1 *“ Major Facilitator Superfamily”’ (MFS)

Os transportadores da familia MFS sdo proteinas integrais de membrana
responsaveis pelo transporte (influxo) de acucares, aminodcidos entre muitos outros

nutrientes e pela extrusdo de metabolitos intermedidrios, toxinas celulares e

Introdugdo 15



antimicrobianos por mecanismos de antiporte ou simporte (Putman et al., 2000;
Bambeke et al., 2000; Li et al., 2009). Os substratos destes transportadores sao
eritromicina, tetraciclina, sulfamida, fluoroquinolona, rifampicina e cloranfenicol
(Bambeke et al., 2000). As proteinas transportadoras da familia MFS podem ser
divididas em dois grupos, de acordo com o seu nimero de segmentos transmembranares

— transmembrane segments (TMS): o primeiro com 12 TMS e o segundo com 14 TMS.

O grupo com 12-TMS corresponde a transportadores de multiplos compostos.
Como exemplo deste grupo temos a proteina NorA de Staphylococcus aureus foi a
primeira a ser descrita. Esta bomba confere resisténcia a compostos hidrofilicos
(Putman et al., 2000). Um homdlogo a proteina de transporte NorA foi encontrado em
Bacillus subtilis. Em E. coli foram descritas trés proteinas de membrana a Ber, EmrD e
MdfA. A proteina Bcr confere resisténcia a biciclomicina. A proteina EmrD € homoéloga
da Bcr e protege a célula de desacopladores energéticos, como o carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP). Por ultimo, a proteina MdfA conhecida como bomba
especifica para o clorofenicol (Putman et al., 2000).

O grupo com 14-TMS engloba transportadores de multiplos compostos inclusive
detergentes e desinfectantes. Neste grupo encontra-se incluida a proteina QacA de S.
aureus. Em E. coli foram identificadas as proteinas EmrA e EmrB. A proteina EmrB €
homdloga a QacA e a proteina EmrA € uma proteina de fusdo permitindo a formacao de
um dimero EmrAB, responsdvel pela extrusdao de antibidticos hidrofébicos e

desacopladores energéticos (Piddock et al., 2006; Putman et al., 2000).
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Figura 5 -Representacio esquematica do modelo estrutural dos transportadores MFS com 12-TMS
(A) e 14- TMS (B) (Adaptado de Piddok et al., 2006 e de Putman et al., 2000).
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1.42.2 Familia “Small Multi-drug Resistance” (SMR)

Os transportadores da familia SMR sdo conhecidos por apresentarem um
comprimento reduzido, com cerca de 100 residuos de aminodcidos e quatro TMS
(Borges-Walmsley et al., 2003; Li et al., 2009; Putman et al., 2000). Devido ao seu
tamanho, os transportadores desta familia funcionam como complexo homo-
oligomérico ou hetero-oligomérico (Marquez et al., 2005; Putman et al., 2000). Os
transportadores desta familia utilizam antiporte substrato/protdo através da FPM, para
induzir a saida de catides lipofilicos, detergentes e desinfectantes. Sdo transportadores
desta familia as proteinas Smr de S. aureus, a ErmE de E. coli, a Mmr de M.
tuberculosis (Borges-Walmsley et al., 2003; Li et al., 2009; Marquez et al., 2005,
Putman et al., 2000).

Motivo B

Exterior

Interior

~ :
Mativo A

N Motivo C

-COOH

Figura 6 — Representacio esquematica do modelo estrutural das bombas SMR (Adaptado de Kumar
et al., 2005 e Putman et al., 2000).

1423 Familia “Multidrug and Toxic compound Extrusion” (MATE)

Os membros da familia MATE exibem uma topologia de membrana semelhante
a familia MFS. No seu modelo estrutural apresentam aproximadamente 450
aminodcidos (Borges-Walmsley et al., 2003; Li et al., 2009). Esta familia inclui as
proteinas transportadoras NorM de Vibrio parahaemolyticus, a PmpM de P. aeruginosa,
a MepA de S. aureus e a YdhE de E. coli. Estas sdo responsaveis pela extrusao de
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, detergentes e corantes, através de um gradiente
electroquimico, muitas vezes mediado por ides de sodio (Borges-Walmsley et al., 2003;

Li et al., 2009; Piddock et al., 2006).
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1.4.2.4 Familia “Resistance Nodulation and cell Division” (RND)

Os membros da familia de transportadores RND sdo maioritariamente bactérias
Gram-negativas. Esta familia tem um papel importante tanto na resisténcia intrinseca
como na resisténcia adquirida (Blair et al., 2009; Langton et al., 2005). Os
transportadores RND sdo codificados maioritariamente no cromossoma. Estas proteinas
sdao constituidas por grandes cadeias polipeptidicas com cerca de 1300 residuos de
aminodcidos. Todos os membros desta familia catalisam o efluxo de substratos por um
mecanismo de antiporte mediado por ides H (Li et al., 2009). A estrutura secunddria
das proteinas transportadoras RND € composta por 12 TMS com dois “loops” de grande

porte entre o TMS um e dois e TMS sete e oito (Putman et al., 2000).
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Figura 7 - Representacio esquematica do modelo estrutural da bomba de efluxo da familia RND
(Adaptado de Putman et al., 2000 e de Piddock et al., 2006).

Os transportadores RND funcionam formando complexos compostos por uma
estrutura tripartida, uma proteina de transporte membranar com 12 TMS, uma proteina
membranar de fusdo (MFP, do inglé€s “membranar fusion protein”) localizada no espago

periplasmdtico e uma proteina membranar externa (Omp) (Marquez et al., 2005;
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Piddock et al., 2006; Putman et al., 2000; Bambeke et al., 2000). Na extremidade
amino-terminal de cada proteina, a cadeia polipeptidica atravessa a membrana
citoplasmadtica, do citoplasma para o periplasma, seguida de um dominio hidrofébico
situado no periplasma. A cadeia polipeptidica atravessa a membrana mais de seis vezes
antes de emergir novamente no periplasma. As trés proteinas citadas t€m como func¢do
facilitar o transporte do substrato através da membrana interna e externa. Esta
cooperacdo de proteinas foi demonstrada com o sistema AcrAB-TolC de E. coli. O
sistema AcrAB-TolC é o mais bem estudado e caracterizado em E. coli (Li et al., 2009);
Langton et al., 2005; Murakami et al., 2003; Blair et al., 2009). Os substratos desta
familia incluem compostos catidnicos, aniénicos, neutros e também anfifilicos (como

emulsificantes, demulsificantes e detergentes) (Murakami et al., 2003).

O genoma de E. coli revelou a presenca de, pelo menos, 37 proteinas
transportadoras: sete pertencem a super familia ABC, 19 a MFS, um a MATE, cinco a
SMR e sete a RND. Algumas dessas proteinas mais importantes em E. coli e respectivos

substratos conhecidos encontram-se na Tabela 2 (Li et al., 2009).
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Tabela 2 - Tabela representativa de algumas bombas de efluxo em E. coli e possiveis substratos
(Adaptado de Nikaido, 2009; Li et al., 2009; Putman et al., 2000).

Sistema/Bomba/proteina Possivel (eis) substrato (s) Familia
EmrE AC, EtBr, MV, QAC SMR
SugE QAC SMR

TehAB DL, EtBr, KT, MV, PF SMR
EmrAB-TolC CCCP, EtBr, TL SMR
MdtJ DC, SDS, SP MFS
EmrKY-TolC DC MFS
EmrD Ccccp MFS
Dep BM, CM, TC MFS
MdfA/Cmr/CmlA CM, EtBr, IPTG, PU, RD, RF, TC, TPP MEFS
TetA TC MFS
EmrB CCCP, NA,TL,CH MFS
Mef(B) CM MFS
QepA, QepA2 FQ MEFS
EmrD Ccccp MFS
MdfA/Cmr/CmIA EtBr, PM, TC, NO CP, IPTG, TPP, TC, PM MEFS
ACtABToIC AC, BS, CM, CP, CV, EtBr, FA,FQ,ML, NO, OS, PN, SDS, TC, TM, RND
TR, TX
YdhE AC, CPNO, TPP RND
AcrEF-TolC Semelhante ao sistema AcrAB-TolC RND
AcrD AG, DC, FU, NO RND
OqgxB CM, CP, EtBr, RND
MdtBC DC, NO RND
YhiV DC RND
MacB AZ, CL, EM, OL ABC
MacAB-TolC ML ABC
Yojl MJ ABC
YdhE AC, FQ, TPP MATE

carbonil cianido

AC-acriflavina, AG-aminoglicosideos, AZ-aritromicina, BM-biciclomicina, BS-sais biliares, CCCP
mchlorophenilhidrazono, CH-clorhexidina, CL-clindamicina, CM-cloranfenicol, CP-cefalosporinas, CV-violeta de cristal, DA —
danorubicina, DC-“deoxycholate”, DL-decalinio, EtBr-brometo de etidio, EM-eritromicina, FA-icidos gordos, FQ-
fluoroquinolonas, FU-dcido fusidico, QAC-compostos aménio quanterndrios, IPTG-isopropil-B-D-thiogalactopiranosida, KM -
Canamicina KT-Telurite de potdssio, ML-macrélidos, MJ- microcina J25, MV-violagénio de metil, NA-dcido nalidixico, NO-
novobiocina, OS-solventes organicos, OL- olchicine, PN-penicilinas, PM-polimixina B; PF- proflavina, PU-puromicina, PM-
polimicina, PF-proflavina, RD- rodamina, SDS-sulfato de sédio dodecil, SP- spermidina, SF-sulfonamidas, TC-tetraciclinas, TM-
trimetoprim, TR-triclosan, TX-triton X-100, TPP-tetrapenilfosfonia, TL- tiolactomicina

1.4.3 Sistema de efluxo AcrAB-TolC

O sistema AcrAB-TolC € um complexo tripartido formado por um conjunto de
trés proteinas: uma proteina membranar de fusdo (AcrA), uma proteina membranar

externa (TolC) e uma proteina transportadora de membrana interna (AcrB) que
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cooperam entre si (Bohnert et al., 2008, Ge et al., 2002, Langton et al., 2005, Murakami
et al., 2003, Piddock et al., 2006). Recentemente, esta estrutura foi comprovada através
de estudos de cristalografia de raios X a 35A, revelando um trimero composto por uma
regido transmembranar e uma protuberancia que se estende para o citoplasma. A parte
superior corresponde a proteina TolC, e apresenta um poro central em forma de funil
com didmetro interno de 30 A. Este liga-se a um canal central, composto por trés hélices
com didmetro de 50 A, envolvido no transporte de substratos a partir do citoplasma. A
proteina AcrB promove o transporte de protdes/substrato, por antiporte, através do
gradiente electroquimico. A proteina AcrA (didametro de 40 A) ¢ responsavel pela
estabilizacdo entre o complexo (Symmons et al., 2009; Yu et al., 2003). A proteina
AcrA permite manter a estabilizacdo da ligacao entre a proteina AcrB e o canal TolC
(Langton et al., 2005; Murakami et al., 2003; Piddock, 2006; Piddock et al., 2009;
Symmons et al., 2009).

Substrato

Membrana externa 40A Membrana

extemna

“ecfunil” TalC ’

—

Periplasma

substrata

Membrana
Interna

Cltoplasma Citoplasma

Figura 8 — Representacio esquematica da estrutura do sistema de efluxo AcrAB-TolC (Adaptado de
Pages, 2005; Murakami, 2005)

O sistema AcrAB-TolC € responsdvel pela resisténcia a uma variedade de
farmacos lipofilicos e ampifilicos, corantes e detergentes, incluindo tetraciclina,
cloranfenicol, fluoroquinolonas, [-lactdmicos, eritromicina, novobiocina, 4cido

fusidico, acido nalidixico, brometo de etidio, acriflavina, violeta de cristal, sais biliares,
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acidos gordos, dodecil sulfato de sédio (SDS), Triton X-100 e triclosan (Piddock et al.,
2006; Blair et al., 2009; Elkins et al., 2002; Negano et al., 2009).

A importancia do estudo deste sistema de efluxo recai no facto de este estar
associado a fendtipos de multirresisténcia com elevada relevancia clinica. Estudos
realizados em estirpes que apresentam o sistema de efluxo AcrAB-TolC inactivo
revelam que estas sdo mais susceptivel a alguns compostos do que a estirpe selvagem, o
que poderd indicar que este sistema possui um papel na resisténcia intrinseca em E. coli

(Piddock, 2006).

1.5 Inibidores de efluxo e mecanismos de accao

As bombas de efluxo poderdo constituir novos alvos terapéuticos para o
desenvolvimento de estratégias aplicadas no combate da resisténcia aos
antimicrobianos. Pretende-se com a produ¢do destas moléculas, diminuir a resisténcia
intrinseca da bactéria aos antibidticos, reverter a resisténcia adquirida e ainda reduzir a
frequéncia da emergéncia de estirpes mutantes (Pages et al., 2005).

A inibicdo da actividade de bombas de efluxo em bactérias Gram-negativas pode
ocorrer por (i) alteracdo da regulacdo da expressao de bombas de efluxo; (ii) inibicdo de
um dos componentes funcionais da bomba; (iii) bloqueio do canal da membrana externa
(p.e. TolC); (iv) colapso da energia de efluxo de forma directa ou indirecta; (v) inibi¢ao
competitiva ou ndo competitiva com moléculas denominadas por ndo-antibiéticos com
afinidade para locais da bomba de efluxo (vi) ou ainda, alterando a estrutura quimica
dos antibidticos, de modo a reduzir a sua afinidade para o local de ligacdo (Pages et al.,

2009).

Para que um composto seja classificado como inibidor de efluxo terd de
apresentar alguns requisitos: (i) promover a actividade de maltiplos substratos da
bomba, (ii) ndo possuir actividade em estirpes que nao apresentam a bomba em estudo e
(ii1) deve ser capaz de promover o aumento concentracdo intracelular dos diferentes
substratos, sem afectar a integridade da membrana (Lamovskaya et al., 2001).

Nos ultimos tempos muitos inibidores de efluxo t€m sido descritos. O

fenilalanil-arginil-B-naftilamida (PABN) foi o primeiro inibidor-competidor a ser
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descrito. Apresenta capacidade para inibir quatro bombas clinicamente relevantes em P.
aeruginosa. A natureza competitiva do PABN com o antibidtico justificava que,
enquanto um sistema de efluxo bombeia preferencialmente o PABN, o antibidtico
permanece na célula na concentracdo necessdria para exercer actividade (Pages et al.,
2009).

Outros inibidores tém sido estudados e descritos. Com exemplos temos o
verapamil, considerado um anti-hipertensivo, que demonstrou inibir a bomba LmrA de
Lactococus latis e também em parasitas (P. falciparum) (Li et al, 2009; Marquez et al.,
2005); a reserpina que € um alcaldide derivado de uma planta, com capacidade de inibir
a proteina transportadora Bmr de B. subtilis € NorA de S. aureus (Li et al., 2009;
Marquez et al., 2005). Alcaldides derivados da planta Berberis, como a “porphyrin
pheophorbide A” e a “flavonoligan 5’-methoxyhydnocarpin” (5-MHC), potenciaram a
actividade da ciprofloxacina ao inibir a bomba NorA de S. aureus. Actualmente a
actividade deste composto estd a ser estudada em outros microrganismos, como p.e. E.

coli (Lomovskaya et al., 2001, Marquez, 2005).

Os mecanismos de acc¢do de compostos inibidores de efluxo estdo pouco
descritos na literatura. Nesta dissertacdo pretendeu-se estudar alguns destes compostos
de modo a tentar contribuir para o esclarecimento do seu mecanismo de acc¢do em E.
coli. Os compostos, ou classes, seleccionados irdo ser descritos em pormenor nesta

seccao.

1.5.1 Fenotiazinas

As fenotiazinas e a sua actividade antimicrobiana sao conhecidas hd mais de um
século e foram descritas pelo cientista alemao Paul Ehrlich, através dos estudos com o
corante vital azul-de-metileno. Este corante apresenta capacidade de inibir a mobilidade
de alguns parasitas (Amaral et al., 2010). Foi através da sintese deste composto com
propriedade neurolépticas que se produziram outros compostos, inicialmente para
terapia de psicoses. O primeiro desses compostos foi a cloropromazina, que apos
exaustivos estudos demonstrou evidentes propriedades antimicrobianas (Amaral et al.,

2004).
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As fenotiazinas actuam inibindo os canais de célcio, que ocorre devido a
inibicdo da ligacdo do ido de célcio a sua proteina de transporte, a calmodulina (Khan et
al., 2006). Este facto conduz a uma cascata de reaccdes inibitérias, uma vez que, nao
havendo transporte de cdlcio ndo ocorre hidrélise de ATP. Desta forma, as fenotiazinas
conseguem inibir o efluxo de compostos toxicos da bactéria, inibindo a disponibilidade
energética para as bombas de efluxo funcionarem. Se ndo existirem bombas de efluxo
activas, a acumulacdo do antimicrobiano dentro da célula € potenciada, permitindo que
este atinja o seu alvo, destruindo a bactéria e diminuindo a emergéncia da resisténcia
(Amaral et al., 2004; Amaral et al., 2007; Martins et al., 2008). As fenotiazinas mais

utilizadas e estudadas sdo cloropromazina e tioridazina.
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Figura 9 - Estrutura quimica das fenotiazinas (A) cloropromazina e (B) tioridazina (Adaptado de
Kaatz et al., 2003; Marquez, 2005)

1.5.2 Desacoplador energético - CCCP

Dois dos desacopladores energéticos mais conhecidos sdo: o carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP) e o 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP). Nesta dissertacdo apenas
foi estudado o CCCP, uma vez que em estudos prévios, este demonstrou ser o mais

eficiente quando comparado com o 2,4 — DNP (Doeber, 2000; Jana et al., 2009).

Os agentes despolarizantes ou protonéforos sdo responsaveis pela dissipa¢do da
FPM através da membrana plasmética de E. coli (Jana et al., 2009). Por defini¢do, em

eucariotas, a principal funcdo de um desacoplador é provocar o colapso do gradiente
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proténico transmembranar (Auyg’) que existe na membrana interna da mitocondria,
provocando rearranjos e translocagdes dos protdes que ai se encontram. Ao tornarem a
membrana permedvel aos ides H', ocorre o colapso do gradiente de H”, bloqueando
assim a sintese de ATP e também a activacdo da hidrélise pela ATP sintetase
mitocondrial (Cavari et al., 1967, Alvarado et al., 1998). Em células procariotas, o
CCCP anula por completo o Auy" levando ao efluxo de protdes e oxidagio de substratos

(Doebler, 2000).

O nivel de ATP em células vidveis € determinado pelo equilibrio entre a taxa de
sintese de ATP e sua utilizacdo. A sintese de ATP estd associada ao processo de
transferéncia de electrdes que ocorre na membrana, € por sua vez relacionada com o
transporte de electrdes ao longo da cadeia transportadora. A cadeia transportadora serve
de transporte de protdes ao longo da membrana, esses protdes sdo os intermedidrios da
sintese de ATP e energia dependente para o transporte de solutos (Tu et al., 2004). O
CCCP tem capacidade para descarregar o gradiente de protdes necessarios para a sintese
de ATP. Como consequéncia, a sintese de ATP diminui, uma vez que hd uma
diminui¢do do potencial electroquimico de protdes (Tu et al., 2004). A presenca de
CCCP pode diminuir a quantidade de ATP disponivel em células vidveis, indicando a
importancia das respostas bioenergéticas para manter a viabilidade celular (Tu et al.,

2004).

| M.

Figura 10- Estrutura quimica do CCCP (Adaptado de NCBI, acedido em Outubro, 2011)
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1.5.3 Ortovanadato de sédio

O ortovanadato de sédio € composto por um anido vanadato simples que é
denominado de ortovanadato (VO43') e trés catides de sédio (Na'), formando uma
estrutura geométrica trigonal piramidal, sendo o d&tomo central o vanddio (Davies et al.,
2004).

O ortovanadato de s6dio é conhecido pela sua capacidade inibitéria de vérias
fosfatases incluindo fosfatase alcalina, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
ribonuclease, adenilato quinase e fosfofrutoquinase, tirosina fosfatase e ATPases
(Bebane et al., 1987; Nechay, 1984). Foi descrito que este composto pode ser um
importante regulador das bombas Na*/ K* (Nechay, 1984).

O 130 vanadato, presente no ortovanadato de sédio, é responsavel pela inibicao e
activacdo de enzimas dependentes do ido fosfato, tais como ATPases, inibindo a
hidrélise de ATP. Por este motivo, inibe bombas de efluxo como as da familia de

transportadores ABC, que utilizam como fonte de energia a hidrélise de ATP.

Ma *
0] .
| D\ .
. . o
_/’V\"O + 3 catioes Na Na +_ fv,--"' N-EI+
0 ) — 0 \\
O 0
Jao vanadato Ortovanadato de sédio

Figura 11-Estrutura quimica do Na;VO, (Adaptado de NCBI em Outubro 2011).

1.5.4 Arilpiperazina (NMP)

As piperazinas sdo compostos N-heterociclicos de cadeia longa, o que dificulta a
sua accdo como inibidor de efluxo pelo que, foram desenvolvidas outras moléculas com
maior actividade, as arilpirerazinas (NMP) (Bonhert, 2005). Estes compostos derivam
da maior classe de ligandos 5-HT1A dos receptores de serotonina, um importante

neurotransmissor (Kolwalski et al., 2008).
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Encontra-se descrito, que as NMP sdo consideradas inibidores de efluxo da
familia RND, nomeadamente dos sistemas de efluxo AcrAB e AcrEF e que sdo
compostos potenciadores da actividade de fluoroquinolonas (Bohnert et al., 2005; Li et
al., 2009; Marquez et al., 2005).

O seu mecanismo de acc¢ao ndo se encontra bem definido, no entanto sabe-se que
ndo actua por inibi¢do da FPM mas que pode actuar por inibi¢do competitiva (Sonnet et
al., 2011). Este composto ¢ em muitos estudos frequentemente comparado com o
PABN. As NMP sdo bastante eficientes na diminuicdo dos valores de CMI para
antibidticos apesar de a sua actividade ser menor quando comparada com o PABN
realcando a actividade do PABN como o mais eficiente na diminuicdo de CMIs (Pannek
et al., 2006). Estudos realizados por Sonnet et al., indicam que a diminui¢do da CMI da
ciprofloxacina na presenca de NMP foi menor quando comparada com o PABN (Sonnet
et al., 2011). Para além disso, este composto é capaz de aumentar a concentracdao
intracelular de EtBr e levofloxacina e reduz quatro vezes a CMI da levofloxacina, outras

fluoroquinolonas, tetraciclina, clorofenicol, linezolide, macrolidos e oxacilina (Kern et

al., 2006; Thorarensen et al., 2001).

Figura 12-Estrutura quimica das NMP (Adaptado Pages et al., 2009).

1.5.5 Verapamil

O verapamil é um farmaco anti-hipertensivo ou anti-arritmico muito utilizado
para o tratamento de arritmias cardiacas (Hogg et al., 1999). E considerado um
potencial inibidor de efluxo e antagonista dos canais de célcio. E um inibidor de bombas
MDR de forma indirecta, uma vez que é através da inibicdo do transporte de K que

ocorre a limitacdo do acesso as ATPases dependentes de ides de cdlcio. E conhecido
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como um inibidor de efluxo em eucariotas e procariotas. (Mahamound et al., 2007;
Marquez et al., 2005; Piddock, 2006). Estd descrito que € um inibidor dos
transportadores ABC em Gram-positivas (p.e. S. aureus) e em micobactérias. Existe
pouca informagao sobre os efeitos do verapamil em bactérias Gram-negativas, como E.

coli (Martins et al., 2009).

NC |
MeO N\/\ED:OMB
MeO OMe
Figura 13 -Estrutura quimica do VP (Adaptado Marquez, 2005).

1.6 Métodos de deteccao de actividade de efluxo

Com a emergéncia de resisténcia aos antibiticos mediada por bombas de efluxo
torna-se importante o desenvolvimento de métodos que permitam detectar e quantificar
a actividade de sistemas de efluxo em células bacterianas. Existem métodos que
utilizam os substratos (antibidticos) marcados com compostos radioactivos, metais
pesados ou fluorescentes (Paixao et al., 2009). Na Unidade de Microbiologia Médica do
IHMT, foram realizados esforcos para desenvolver um método simples e directo para a
deteccao da actividade de efluxo, baseado em fluorometria em tempo real. Este método
utiliza um composto quaterndrio fluorescente, o EtBr, que é usado como marcador
visual para influxo/efluxo, na presenca e na auséncia de inibidores com auxilio de
detectores de fluorescéncia (Paixdo et al., 2009). A seleccao do EtBr como molécula
fluorescente deve-se ao facto de este possuir capacidade para emitir fluorescéncia
quando se encontra no interior das células. Deste modo, quanto maior for o nivel de
fluorescéncia emitida maior serd a acumulacao do composto no interior da célula e vice-

versa.
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1.6.1 Método fluorométrico semi-automatico para monitorizacao do transporte de

EtBr

O método fluorométrico semi-automdtico permite analisar a acumulacdo e
extrusdo do fluorocromo EtBr, utilizando um termociclador em tempo real, o Rotor
Gene ™3000. O EtBr é considerado um substrato universal de bombas de efluxo e

substrato preferencial do sistema AcrAB-TolC (Nikaido, 1996; Paixao et al., 2009).

As condi¢Oes necessdrias a definir para cada ensaio, adaptada a cada estirpe, sdo:
(i) definir a concentracdo de EtBr a qual cada estirpe por si sé ndo apresenta
acumulacdo significativa de EtBr, existindo apenas uma acumulacao de EtBr residual e
basal, que resulta do equilibrio entre a entrada por difusdo passiva e a saida por efluxo
activo (esta fluorescéncia basal ndo deve exceder os 10 a 20% de fluorescéncia maxima
no intervalo de tempo definido); (ii) definir a concentracdo do inibidor de efluxo a
testar, para que nao afecte a viabilidade celular (definiu-se que a concentracdo de
composto a usar em ensaios de inibicdo deveria ser %2 do valor determinado para a
CMI); e (iii) garantir a disponibilidade de glucose e estudar a sua influéncia na
acumulacdo de EtBr, sem que as trés condi¢des (EtBr, inibidor de efluxo e glucose)
afectem a viabilidade celular. Para os ensaios de competi¢do foi necessdrio optimizar
também o efeito de concentracdes crescentes do antibidtico em estudo, pois o objectivo
serd a utilizacdo de uma terapia adjuvante (antibidtico com inibidor de efluxo). O

modelo funcional proposto encontra-se apresentado na Figura 14.
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Ciboplasusa
Equilibrio => E{Brentrada = EiBrsaida Acumulagio de EiBr

O inthidorhblogueia o transporte de EiBr

Figura 14 - Representacio esquematica da entrada e saida de EtBr na célula de E. coli. (A) Estado
de equilibro: na presenca da bomba AcrAB-TolC a entrada de EtBr é semelhante a saida de EtBr. (B)
Presenca do IE a obstruir o canal TolC, a saida de EtBr € bloqueada e a sua acumulagdo é aumentada: a
taxa de entrada € superior a taxa de saida de EtBr.

Num ensaio de acumulacdo, como o apresentado na Figura 14, observa-se a
capacidade de acumulacdo de EtBr no interior da célula, p.e. quanto maior a sua
acumulagdo menor serd a sua capacidade de extrusdo. Na presenca de um IE verifica-se
uma maior acumulacdo de EtBr, uma vez que este bloqueia a actividade de efluxo,
retendo no interior da célula, uma maior quantidade de EtBr. Assim, a diferenca de
fluorescéncia (A) corresponde a capacidade do IE inibir o efluxo do EtBr, uma vez que
a concentracdo EtBr € o balango entre a entrada de EtBr para o interior da célula e a sua

capacidade de o efluxar, como representado na Figura 15.

100

2
:§ 90
£ 80 Estirpe+EtBr+EI
T 70
é 60
g 0 A Capacidade do EI inibir
2 40 a bomba de efluxo
g 30
€ 20 Esti
g stirpe+EtBr
£ 10
=
£ o
=

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 15 - Representacio grafica de um ensaio de acumulacao de EtBr. A diferenca de fluorescéncia
entre as duas curvas (curva vermelho — estirpe com EtBr e inibidor, curva azul — estirpe com EtBr e sem
inibidor) indica a acumula¢do de EtBr devido a ac¢do do inibidor, possibilitando deste modo analisar a
capacidade inibitéria do composto em estudo.
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Para comprovacao dos resultados, e de forma a estudar a capacidade do inibidor
diminuir a extrusdo de EtBr, realizaram-se ensaios de efluxo. Com este ensaio, podemos
observar em tempo real a extrusdo de EtBr para o meio extracelular. Um exemplo de

um ensaio de efluxo encontra-se esquematizado na Figura 16.

08 Estirpe +Glucose+EI

06 A Capacidade do EI diminuir

04 o efluxo de EtBr

Fluorescéncia relativa

Maiximo de efluxo

0.2

Estirpe+Glucose

0 2 4 6 8 10

Tempo (min)

Figura 16 - Representacio grafica de um ensaio de efluxo de EtBr. Este ensaio permite demonstrar
em tempo real a inibi¢do do efluxo provocada pelo EI (linha verde). Através da normaliza¢do dos valores
de fluorescéncia obtém-se um ponto inicial (unidade) que corresponde a0 mdximo de acumulacio de EtBr
(linha tracejado), a partir desse ponto observa-se a extrusdao de EtBr ao longo do tempo (linha azul).

7z

Num ensaio de efluxo, como apresentado na Figura 16, é observada a
capacidade efluxo de EtBr para o exterior da célula. Quanto mais acentuado for o
decréscimo da curva azul “estirpe+glucose” maior serd o efluxo de EtBr. Quanto menor
o decréscimo da curva verde “estirpe+glucose+inibidor” maior serd o efeito do inibidor.
De forma a obter um indicador quantitativo que permita um gradiente de comparacao
entre os vdrios inibidores, determinou-se a fluorescéncia relativa final (RFF) para cada
inibidor. Nesta férmula, a fluorescéncia relativa no ultimo ponto do grafico de
acumulagdo na presenca do inibidor € comparada com a fluorescéncia relativa no dltimo
ponto da mesma curva, na auséncia do inibidor, obtendo-se um indice de inibicao

relativo e normalizado para cada inibidor (Vide Material e Métodos 2.1.6.4).

1.7 Objectivos

A bactéria Gram-negativa E. coli é responsavel por infec¢des de relevancia

clinica humana e animal, as quais se associa um elevado nivel de resisténcia aos
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antibidticos utilizados na terap€utica destas infec¢des. A resisténcia mediada por
bombas de efluxo tem sido descrita como um dos mecanismos de resisténcia aos
antibidticos em E. coli. Trabalhos preliminares demonstraram que a actividade de
efluxo em E. coli depende também da energia proveniente da hidrélise de ATP (Costa,
2010). Assim, de modo a estudar qual a relacio entre a resisténcia aos antibidticos e o
efluxo activo em E. coli, e a sua dependéncia de energia fornecida pela hidrdlise de
ATP, propomo-nos nesta dissertacdo avaliar e estudar a actividade inibitéria e o
mecanismo de ac¢do de compostos inibidores de efluxo que actuam sobre o principal
sistema de efluxo de E. coli, o sistema AcrAB-TolC.

Para tal, foram estudados compostos inibidores de efluxo i) quanto a sua
capacidade para inibir o sistema de efluxo AcrAB-TolC, através de um método
fluorométrico semi-automadtico; ii) quanto a capacidade para diminuirem a resisténcia
de E. coli aos antimicrobianos, através da determinacdo de concentragdes minimas
inibitorias na presenga e auséncia de inibidores de efluxo; e ii1) quanto ao seu efeito ao
nivel da membrana celular, nomeadamente, na disrupcdo do potencial de membrana,
através de métodos de microscopia de fluorescéncia. Para além disso, estes inibidores
foram usados em ensaios de competicao de substratos entre o brometo de etideo e os
antibidticos tetraciclina, ofloxacina e oxacilina.

Procura-se assim clarificar quais os mecanismos de accdo dos diferentes
inibidores de efluxo testados, e ao mesmo tempo identificar compostos ou
procedimentos que possam prevenir a emergéncia da resisténcia, de forma a contribuir
para o estabelecimento de uma antibioterapia co-adjuvante contra as infec¢des por E.

coli.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Estirpes utilizadas

Para a execucao deste trabalho foram seleccionadas duas estirpes de Escherichia coli:

= Estirpe selvagem E. coli K-12 AG100 (argE3 thi-1 rpsL xyl mtl A(gal-uvrB)
supE44) que possui o sistema de efluxo AcrAB intacto e funcional (Okuso et al.,

1996).

» Estirpe E. coli K-12 AG100A (AacrAB::Tn903 Kan'), que provém da estirpe
AG100 e apresenta o operdo acrAB inactivo por insercao do transposdo Tn903

(Okuso et al., 1996).

Ambas as estirpes foram caracterizadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Hiroshi
Nikaido (Departamentos de Quimica e Biologia Celular ¢ Molecular, da Universidade

da California, Berkeley, CA, EUA).

2.1.2 Meios de cultura e solucoes

A composicdo e modo de preparagdo dos meios de cultura, solucdes e

antibidticos utilizados ao longo do trabalho encontram-se descritos nas Tabelas 3 a 5.

Todos os meios de cultura e solugdes foram preparados com dgua destilada e
quando necessadrio, esterilizados por autoclavagem a 121°C durante 20 minutos, excepto

quando indicado em contrario.
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Tabela 3 - Composicao dos meios de cultura.

Meio de cultura

Composicao (por litro)

Luria Bertani broth (LB)

10 g de peptona caseina ; 5g de extracto de levedura " e 10g

de cloreto de sédio ?

Luria Bertani agar (LA)

LB e 20 g de agar

Mueller-Hinton broth (MHB) &

21 g de Muller-Hinton Broth

(1) Merck, Darmstadt, Alemanha; (2) Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha; (3) Oxoid Ltd., Basingstoke,

Inglaterra.

Tabela 4 - Composicio e preparacio de solucoes de antibioticos, compostos inibidores de sistemas

de efluxo e EtBr.
Solucdo Composicao / Preparacao da solucao “stock”
I L @)@
Arilpiperazina (NMP) 10 mg/ml em dimetilsulf6xido (DMSO)

Dilui¢des em 4dgua bidestilada

Brometo de etidio (EtBr) ®

10 mg/ml em 4gua bidestilada estéril®™

Diluicdes em dgua bidestilada

Canamicina (KAN)

20 mg/ml em 4gua bidestilada estéril
Dilui¢des em 4dgua bidestilada

Carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP)

1 mg/ml em 4dgua bidestilada estéril e etanol absoluto @ 1:1

Dilui¢gdes em dgua bidestilada. Armazenada ao abrigo da luz

10 mg/ml em 4gua bidestilada estéril ©

Clorpromazina (CPZ) Dilui¢des em dgua bidestilada
1 mg/ml em 4gua bidestilada
Ofloxacina (OFX) (adicionar 5-8 ul de NaOH ® a 0,1 M) @

Diluicdes em dgua bidestilada

Ortovanadato de sédio (NazVO,)

100 mg/ml em dgua bidestilada estéril ®
Dilui¢des em 4dgua bidestilada

10 mg/ml de dgua bidestilada estéril ©

Oxacilina (OXA) Dilui¢des em dgua bidestilada
- 1 mg/ml em etanol ®a 95% ©
Tetraciclina (TET) Dilui¢des em 4dgua bidestilada
10 mg/ml em 4gua bidestilada estéril ®, protegida da luz
Tioridazina (TZ) (fotossensivel)
Diluicdes em dgua bidestilada
P . . < -1 (@)
Verapamil (VP) 20 mg/ml em 4gua bidestilada estéril

Dilui¢des em dgua bidestilada

(1) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha; (2) Merck; (3) Sigma Chemical Co., St.Louis, EUA; (4) Panreac;
(a) as solugdes depois de preparadas foram esterilizadas por filtracdo com filtros de seringa estéreis de PVDF com
0,22um de diametro de poro da Rotilabo ® Spritzenfilter Steril, Karlshure, Alemanha; (b) necessdrio aquecimento a
50°C para total dissolu¢do do composto.
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Tabela 5- Composicao e preparacio de solucoes.

Solucio Composicao
Tampio fosfato salino (PBS) 1X 10mM tampio fosfato; 2,7mM KCL; 137mM NaCl; pH 7,4
Glucose 20% (p/v) 20 g de glucose™ em 100mL de dgua bidestilada

(1) Sigma Aldrich Chemie; (a) Solucio esterilizada por filtracdo com filtros de seringa estéreis de PVDF com 0,22um
de diametro de poro da Rotilabo ® Spritzenfilter Steril, Karlshure, Alemanha.

As solucdes “stock” dos compostos descritos nas Tabelas 3, 4 e 5 foram
aliquotadas e armazenadas a -20°C, com excepcdo da solu¢do de EtBr que foi

armazenada a 4°C ao abrigo da luz de modo a evitar a degradacdo do composto.

2.2 Métodos

2.2.1 Crescimento das estirpes bacterianas

As estirpes foram repicadas para placas de isolamento em LA, e incubadas a
37°C durante 24 horas. Para o crescimento da estirpe AG100A todos meios de cultura
foram suplementados com 100mg/L de canamicina, de modo a evitar a perda do

transposao Tn903.

Para determinacdo das concentracdes minimas inibitérias (CMls), as estirpes
foram crescidas em meio MHB, enquanto para os ensaios de acumulagdo e efluxo,
ambas as estirpes foram crescidas em meio LB a 37°C, com agitac¢ao (180 rpm), durante

a noite.

Ambas as estirpes foram armazenadas a -80°C em meio LB suplementado com

10% (v/v) de glicerol (Sigma Aldrich Chemie).
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2.2.2 Determinacao de concentra¢cées minimas inibitérias (CMIs) pelo método de

diluicdo seriada em microplaca

A CMI € definida como a menor concentracdo de um agente antimicrobiano com
capacidade capaz de inibir o crescimento de um microrganismo. As CMIs dos
compostos descritos na Tabela 4, para cada estirpe em estudo, foram determinadas
através do método de microdiluicdo seriada, em placas de 96 pogos, de acordo com as

recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007).

Para a determinacdo de CMIs prepararam-se culturas primdrias das estirpes em
meio LA. As placas foram incubadas a 37°C, durante a noite. A partir das culturas
primdrias, prepararam-se culturas em meio liquido, por inoculagdo de coldnias isoladas
em meio MHB. As estirpes foram incubadas a 37°C, com agitacao (180 rpm), durante a

noite.

As diferentes gamas de concentragdes de cada um dos compostos em estudo

encontram-se descritas na Tabela 6.

Tabela 6- Gama de concentracoes testadas para cada composto em estudo.

Gama de concentracdes (mg/L)
Antibiético

AG100 AG100A

TET 0,03-16 0,03-16
OFX 0,015-8 0,00375-2

OXA 1,90 - 1000 0,019-10

CPZ 0,93 - 480 0,15-160

TZ 0,39 - 200 0,39-200

CCcCpP 0,15-80 0,15-80
Na;z;VO0, 9,7 - 5000 11,7-12000

NMP 1,56 - 800 0,78-400
VP 6,25-3200 4,68-2400

EtBr 1,1-600 0,15-160

TET - tetraciclina; OFX — ofloxacina; OXA — oxacilina; CPZ — clorpromazina; TZ — tioridazina; CCCP -
carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; Na,VO, — ortovanadato de s6dio; NMP- arilpiperazinas;

VP- verapamil EtBr- brometo de etidio.
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A partir das solugdes “stock” de cada composto foram preparadas solucdes de
trabalho. Apds a preparacdo destas solugdes preparou-se a placa de 96 pocos como
descrito abaixo. Distribuiu-se 130 ul de MHB em todos os pogos da placa. De seguida,
acrescentou-se 50 ul de MHB aos pocos da coluna 1 (esta corresponde ao controlo
negativo, sem inoculo). A cada poco da coluna 2, acrescentou-se 110 ul de MHB e 20
pul do composto cuja CMI se quer determinar. Esta € a coluna que apresenta uma
concentracdo mais elevada do composto, a partir da qual se iniciam as dilui¢des seriadas
de 1:2. Retirou-se 130 ul dos pocos da coluna 2 e adicionou-se aos pogos da coluna 3, e
assim sucessivamente até a coluna 11, que corresponde a concentragdo final testada para
cada composto. Nesta, os tltimos 130 ul sdo descartados. Por dltimo, adicionou-se 20
ul de inéculo, previamente ajustado a escala de 0,5 de McFarland, a cada poco desde a
coluna 2 a coluna 12. A coluna 12 corresponde ao controlo de crescimento, contendo
apenas apresenta MHB e a estirpe. No final, cada poco deverd apresentar 150 ul de

volume. As placas foram incubadas a 37°C, durante 18 horas.

Em todos os ensaios foram realizados quatro tipos de controlo: i) controlo de
esterilidade — apenas o meio de cultura (MHB); (i1) controlo de crescimento — MHB e
estirpe; (iii) controlo do solvente — MHB, estirpe e solvente a concentracdo usada para
cada composto (para garantir que o solvente ndo afecta o crescimento celular); e (iv)
controlo do composto — MHB e composto (para verificar se existe turbidez do composto

e garantir que esta ndo influencia a leitura dos resultados).

A leitura dos resultados foi realizada visualmente apés um periodo de incubacao
de 16 a 18 horas. Consideraram-se os ensaios validos através da presenca de
crescimento no respectivo controlo positivo (controlo de crescimento) e auséncia de
crescimento no respectivo controlo negativo (controlo de esterilidade). O crescimento
da estirpe observado em cada poco que contém o composto em estudo foi comparado
com o controlo de crescimento, com o controlo do composto e com o controlo de
solvente. O valor da CMI corresponde a concentracdo mais baixa de composto em que
se verifica a auséncia de crescimento. Os ensaios de determinacdo de CMIs foram

realizados em triplicado.
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2.2.3 Determinacao de concentracoes minimas inibitérias pelo método de diluicao
em microplaca para os antibioticos na presenca dos compostos inibidores de

efluxo

Apés a preparagao das solugdes de trabalho preparou-se a placa de 96 pogos
como descrito abaixo. Distribuiu-se 110 ul de MHB em cada pogo de todas as colunas.
De seguida adicionou-se mais 40 ul de MHB aos pocos da coluna 1, (esta corresponde
ao controlo negativo, sem indculo). Aos pocos da coluna 2, acrescentou-se 110 ul de
MHB e 20 ul do antibidtico (Tabela 7). Esta corresponde a coluna que apresenta a
concentracdo mais elevada do composto, a partir da qual se iniciam as dilui¢des de 1:2.
De seguida, retirou-se 130 pl dos pogos da coluna 2 e adicionou-se aos poc¢os da coluna
3, e assim sucessivamente até a coluna 11. Na ultima coluna sdo descartados os 130 pl.
Posteriormente, para avaliar o efeito do composto inibidor de efluxo sobre o antibidtico,
adicionou-se 20 ul do composto, a ¥2 da CMI determinada previamente, a cada pogo,
desde a coluna 2 a coluna 11. Por ultimo, adicionou-se 20 ul de indculo, previamente
ajustada a escala de 0,5 de McFarland, da coluna 2 a coluna 12. A coluna 12
corresponde ao controlo de crescimento, contendo apenas MHB e a estirpe. No final do
ensaio cada pocgo deverd conter 150 ul de volume final. As placas foram incubadas a
37°C, durante 18 horas.

Tabela 7 - Gama de concentracoes utilizadas para os antibidticos na presenca do inibidor de efluxo
alsda CML

Antibiético Gama de concentracdes (mg/L)
AG100 AG100A
TET 0,015-8 0,003 -2
OFX 0,003 -2 0,003-2
OXA 0,95 - 500 0,019-10

TET — tetraciclina; OFX — ofloxacina; OXA — oxacilina.

Desta forma, conseguiu-se avaliar a capacidade do inibidor de efluxo sob o valor
da CMI de cada antibidtico. Considerou-se como inibidor de actividade de efluxo, o
decréscimo de pelo menos % do valor da CMI do antibiético na presenga do inibidor em

estudo (DeMarco et al., 2007).
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2.2.4 Método fluorométrico semi - automatico em termociclador de tempo real

rotor gene"™3000

O método fluorométrico semi — automdtico é realizado num termociclador em
tempo real, o Rotor Gene ™ 3000 (Corbett, Sidney, Austrédlia). Esta técnica tem por
base um protocolo padronizado na Unidade de Ensino e Investigacdo em Microbiologia
Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, e permite em tempo real
monitorizar o transporte do fluorocromo EtBr, através de uma estimativa do transporte
cinético, que reflecte o balancgo entre a acumulacdo do EtBr através de difusdo passiva e

a sua extrusao através do efluxo (Paixao et al., 2009).

2.2.4.1 Preparacao das estirpes bacterianas

Foram efectuadas culturas primdarias de ambas as estirpes em meio LA.
Incubaram-se as placas a 37°C, durante a noite. A partir destas culturas em placa,
prepararam-se culturas em meio liquido, por inoculac@o de coldnias isoladas em 10 ml
de meio LB. Incubaram-se os tubos a 37°C, com agitacdo (180 rpm). O crescimento
celular foi acompanhado, por medi¢cdo da densidade Optica (DO) a 600 nm num
espectrofotometro de tubos de ensaio (Spectronic 20D, Thermo Scientific, Cambridge,
Reino Unido), at¢é uma DOgyonm de 0,6, correspondendo a fase exponencial de
crescimento. Uma vez alcangada a DOgyonm de 0,6, as células foram recolhidas por
centrifugacdo (Biofuge Pico Heraeus Kendro Laboratory Products, Osterode,
Alemanha) a 13.000 rpm, durante trés minutos, a temperatura ambiente (Viveiros et al.,
2008; Paixao et al., 2009), descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o “pellet” em
1 ml de PBS. Repetiu-se o processo de lavagem por trés vezes. ApOs as lavagens a
suspensdo celular foi transferida para um tubo de 15 ml e a DOggonm foi ajustada a 0,6

(PU8620 UV/VIS/NIR Philips, Cambridge, Reino Unido), com PBS.
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2242 Ensaio de acumulacao de EtBr

Os ensaios de acumulagdo realizaram-se em microtubos de 0,2 ml, com um
volume final de 0,1 ml. De modo a determinar a menor concentragdo de EtBr que causa
acumulagdo, 0,05 ml da suspensao celular lavada foi adicionada aos tubos de 0,2 ml que
continham diferentes concentracdes de EtBr (0,25; 0,5; 1, 2 e 3 mg/L) na presenca e
auséncia de glucose a 0,4%. As solugdes de trabalho, bem como a suspensdo da estirpe,
foram preparadas com o dobro da concentragdo final pretendida, para que ao serem
colocados 0,05 ml da suspensado celular e 0,05 ml da solugdo preparada se obterem as
concentracdes acima mencionadas. Os tubos foram depois colocados no aparelho Rotor-
Gene ™ 3000. Os ensaios de acumulacio foram efectuados a 37°C e a leitura da
fluorescéncia de EtBr adquirida a 530 e 585 nm, apds cada ciclo de 60 segundos,
durante 60 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicado. Os resultados serdao
apresentados apenas até aos 30 minutos de ensaio devido ao tempo de geracdo das

estirpes em estudo.

2.2.4.3 Ensaio de acumulacao de EtBr na presenca de inibidores de efluxo

De modo a estudar a influéncia de inibidores de efluxo na actividade de efluxo
do EtBr, as culturas bacterianas de ambas as estirpes foram tratadas de forma idéntica
ao anteriormente descrito até se obter uma suspensdo celular com DOgyonm de 0,6.
Prepararam-se solu¢des de trabalho com o dobro da concentracao final pretendida, para
que ao serem colocados 0,05 ml da suspensao celular e 0,05 ml da solu¢@o preparada se
obterem as seguintes concentracdes finais: (i) glucose a 0,4% (v/v); (ii) glucose a 0,4%
e EtBr (1 mg/L AG100 e 0,5 mg/L AG100A); (iii) glucose a 0,4% e EtBr (1 mg/L
AG100 e 0,5 mg/LL. AG100A) e inibidor a testar a ¥2 da CMI determinada; (iv) EtBr (1
mg/L AG100 e 0,5 mg/L AG100A); (v) EtBr (1 mg/L AG100 e 0,5 mg/L AG100A) e
inibidor a testar a ¥2 da CMI determinada. Os tubos foram colocados no Rotor-

™ [ JoR . .
Gene 3000, a medi¢do fluorométrica decorreu durante 30 minutos e as leituras foram
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efectuadas apos ciclos de 60 segundos, a 37°. A leitura da fluorescéncia de EtBr foi
adquirida a 530 e 585 nm. Os ensaios foram realizados em triplicado. Os resultados
serdo apresentados apenas até aos 30 minutos de ensaio (cerca de 25 ciclos) devido ao

tempo de geragao das estirpes em estudo.

2244 Ensaio de efluxo de EtBr

Para iniciar o protocolo de efluxo, comegou-se por tratar as culturas para ambas
as estirpes de E. coli como descrito em 2.1.6.1. Apds se atingir uma DOgponm de 0.6, as
células foram lavadas e ressuspendidas em PBS, a DOgyonm ajustada a 0,3 e incubadas
durante 60 minutos com EtBr (AG100 — 1mg/L e AGI00A — 0,5mg/L) e com o inibidor

de efluxo (V2 da CMI) na auséncia de glucose (Viveiros et al., 2008).

No final dos 60 minutos, as células foram recolhidas por centrifugacdao a 13.000
rpm durante cinco minutos, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o “pellet”
(ODgoonm=0,6) em PBS refrigerado de modo a minimizar o efluxo. De seguida,
adicionou-se 0,05 ml da suspensao celular aos tubos, nos quais tinha sido previamente
colocado: (i) apenas 0,05 ml de PBS; (ii) 0,05 ml de PBS com glucose, concentracdao
final de 0,4%; (iii) 0,05 ml de inibidor de efluxo, concentracdo final de ¥2 CMI; e (iv)
0,05 ml de inibidor de efluxo, concentracdo final de %2 CMI com glucose a 0,4%. No
final, a suspensao celular apresenta uma DOgoonm de 0,3. (Viveiros et al., 2008). Os
tubos foram colocados no Rotor-Gene' V3000 e a fluorescéncia foi medida a cada 30

segundos durante 30 minutos, a 37°C.

A andlise comparativa dos resultados de efluxo realizou-se através da
normalizacdo dos dados obtidos pelo Rotor-Gene™3000. A fluorescéncia produzida
pelas células “carregadas” com EtBr e impedidas de efluxar, devido a ac¢c@o do inibidor
de efluxo e auséncia de glucose, foi definida como o valor de fluorescéncia méixima
(fluorescéncia relativa equivalente a um) que pode ser obtido durante um ensaio. A
fluorescéncia relativa dos restantes tubos foi obtida através do récio entre os valores de
fluorescéncia de efluxo para cada estirpe testada e o valor de fluorescéncia méxima, por

unidade de tempo. Cada ensaio foi realizado em triplicado.
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De forma, a quantificar a capacidade do composto inibir a extrusdao de EtBr, foi
definido um referencial de fluorescéncia relativa final (RFF) (Adaptado de Ramalhete ef

al.,2011).

RFF ( A30min) = Etratado —RF néo tratado

RF nao tratado

Nesta férmula, o RF 40 corresponde a fluorescéncia relativa no dltimo ponto
(30 minutos) na presenga do inibidor € 0 RFy3 tratado cOrresponde a fluorescéncia relativa

no ultimo ponto (30 minutos) na auséncia do inibidor.

2.2.4.5 Ensaios de competiciao entre substratos

Para os ensaios de competicao entre o EtBr e os antibidticos (TET, OFX, OXA)
foi utilizado o protocolo para a acumulagcdo de EtBr, descrito anteriormente no ponto
2.1.6.3, com algumas alteragdes, que serdo indicadas abaixo. De modo, a estudar se a
competicdo entre EtBr e antibidticos, caso exista, € dependente da concentracdo do
antibidtico, foram testadas diferentes concentracdes de antibidtico (% e ¥2 da CMI). Os
ensaios foram realizados na presenga de glucose a 0,4% e na presenca dos melhores
inibidores testados, 0 CPZ e Na;VOy, a ¥2 da CMI. Estas condi¢cdes mantiveram-se em

todos 0s ensaios.

Prepararam-se as suspensdes celulares de ambas as estirpes para uma DOgonm de
0,6 como descrito em 2.1.6.1. Depois da suspensao preparada, foi adicionado 0,05 ml da
mesma aos tubos de 0,2 ml, aos quais tinha sido adicionado previamente as diferentes
concentracdes das solucdes de trabalho: com EtBr (1mg/L em AG100 ou 0,5mg/L em
AG100A), inibidor de efluxo a ¥2 da CMI (CPZ ou Na3;VQO,) e os antibidticos a V2 e V4
da CMI (TET, OFLX, OXA), sempre na presenca e auséncia de glucose a 0,4%. O
volume final em cada tubo foi de 0,1 ml. Os tubos foram colocados no Rotor-
Gene™3000, e a medicdo fluorométrica decorreu por um periodo de 30 minutos (cerca
de 25 ciclos) com leituras em cada ciclo de 60 segundos, a 37°C, adquiridas a 530 e 585

nm. Cada ensaio foi realizado em triplicado.
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2.2.5 Potencial de membrana e viabilidade celular

A viabilidade celular foi estudada com recurso ao teste para determinacdo de
viabilidade bacteriana BacLight ™ Live/Dead e o potencial de membrana com o teste
de potencial de membrana BacLight ™, ambos da Molecular Probes (Invitrogen Co.
E.U.A). As estirpes foram crescidas, como o descrito em 2.1.6.1. Inocularam-se em 10
ml de meio LB, 3 a 4 coldnias de cada estirpe antecipadamente crescida em meio sélido
LA. As estirpes foram incubadas a 37°C, com agitacdo (180 rpm). O crescimento celular
foi acompanhado, por medicdo da DO a 600 nm num espectrofotéometro (Hitachi, U-
2000 spectrophotometer), até uma DOgoonm de 0,6 (fase exponencial de crescimento).
Uma vez alcancada a fase exponencial, as células (1 ml) foram recolhidas por
centrifugacao (Sartorius, 1-15P, Sigma) a 13.000 rpm, durante cinco minutos. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o “pellet” ressuspendido em 1 ml de PBS.
De seguida, adicionou-se 0,25 ml da suspensdo celular a 0,25 ml da solucdo de
composto a testar (concentracdo final: 2 CMI do inibidor com e sem glucose a 0,4%).
Posteriormente adicionou-se o respectivo corante dependendo do ensaio (2,5 ul de
DioC, para potencial de membrana ou 2,5 ul do corante SYTO 9 e 2,5 de iodo de
propidio, para a viabilidade celular) homogeneizou-se e incubou 10 minutos, ao abrigo
da luz. Retirou-se 50 pL de cada amostra e colocou-se entre lamina e lamela para
observacao ao microscopio de fluorescéncia (Olympus CX40, com uma camara
Olympus U-RFL-T e uma unidade de filtros em cubo: filtro de excitacio BP450-480 e
filtro de barreira: BA515). As imagens foram capturadas com uma camara CCD digital
Evolution ™ MP 5.1 (MediaCybernetics, Inc, EUA). As imagens foram adquiridas com
o software Image-Pro Plus (MediaCybernetics, Inc, EUA). As imagens foram analisadas
como descrito em Carvalho (2003). O erro associado a microscopia de fluorescéncia e
andlise de imagem foi baseado no desvio padrio e média de oito imagens repetidas,

tiradas da mesma amostra, com um intervalo de confianga de 95%.
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Resultados e Discussao



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como referido na Introdugdo desta dissertacdo, as bactérias possuem sistemas de
efluxo activo (dependentes de energia) de substincias toxicas que previnem O acesso
destas as moléculas alvo, diminuindo a sua concentracdo intracelular para niveis sub-
letais e assim permitir a sua sobrevivéncia em ambientes hostis. Muitos destes sistemas,
ao nao serem especificos para um substrato, sdo responsaveis pela multirresisténcia aos

antibidticos (Yerushalmi et al., 1995).

O principal objectivo desta dissertacdo consiste na avaliacdo da actividade
inibitdria de diferentes compostos que actuam sobre o principal sistema de efluxo activo
em E. coli. Esses compostos s@o, como ja foi referido anteriormente, o CPZ, TZ, CCCP,
Na3;VO4, NMP e o VP. Pretende-se determinar o perfil de susceptibilidade de duas
estirpes isogénicas, E. coli AG100 e AG100A, para estes inibidores e para trés familias
de antibidticos, as fluoroquinolonas, tetraciclinas e B-lactimicos, onde a Unica diferenca
entre estas duas estirpes € a inactivacdo do sistema de efluxo AcrAB-TolC.
Posteriormente avaliou-se a capacidade inibitéria destes compostos no efluxo dos
antibidticos, com a determinacdo da CMI dos antibidticos na presenca dos inibidores,
para se analisar se existe ou ndo decréscimo da CMI dos antibidticos quando se
encontram na presenca dos inibidores. Um segundo objectivo pretende comprovar que o
supracitado efeito inibitério ocorre por diminui¢do do efluxo activo, através de um
método fluorométrico semi-automético, que analisa a capacidade dos inibidores em
promover uma maior acumulacdo/menor efluxo de EtBr, um reconhecido substrato do
principal sistema de efluxo em estudo, o sistema AcrAB-TolC. Com este método
pretendeu-se ainda compreender, em tempo real, quais os mecanismos de ac¢do
inibitoria destes compostos e analisar a presenga ou auséncia de outras bombas/sistemas
de efluxo funcionais neste microrganismo. Para isso, o estudo de competicio entre
substratos foi uma estratégia importante, que permitiu analisar possiveis sinergismos

entre os diferentes substratos e substratos preferenciais.
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3.1 Caracterizacao fenotipica das duas estirpes de E. coli em estudo — AG100 e
AG100A

Comecgou-se por definir o perfil de susceptibilidade aos compostos em estudo
para as estirpes, AG100 e AG100A, através da determinagcdo da CMI para cada um dos
compostos em separado, antibidticos e inibidores de sistemas de efluxo. Posteriormente
determinou-se a CMI de cada antibidtico na presenga dos inibidores, com o intuito de
avaliar a capacidade inibitéria dos compostos inibidores de bombas de efluxo e o

potencial efeito sinérgico dos inibidores sobre a actividade dos antibidticos.

3.1.1 Determinac¢io das concentracoes minimas inibitorias dos antibidticos e dos

compostos inibidores de efluxo para as estirpes da E. coli, AG100 e AG100A

A CMI por defini¢do € a menor concentragdo do composto antimicrobiano com
capacidade para impedir o crescimento visivel de um dado microrganismo durante um
periodo padrio, usualmente 16-18 horas para bactérias como E. coli (CLSI, 2007). Esse
valor permite avaliar a susceptibilidade de uma dada estirpe e também avaliar a

eficiéncia desse composto no tratamento antibidtico de infec¢des por estas estirpes.

O resultado do perfil de susceptibilidade dos antibidticos e dos inibidores de

efluxo, para ambas as estirpes apresentam-se nas Tabelas seguintes (Tabela 8 a 10).

Tabela 8 - Valores obtidos de CMI para os antibioticos nas duas estirpes de E. coli, AG100 e
AG100A.

Antibiéticos CMI (mg/L)
AG100 AG100A
Tetraciclina 2 0,5 (14x)
Ofloxacina 0,125 0,015 (= 8x)
Oxacilina 250 0,625 (|~ 400x)

Da andlise da Tabela 8, verifica-se que a estirpe AGI00A apresenta maior

susceptibilidade aos trés antibidticos testados quando comparada com a estirpe AG100.
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Este facto deve-se a estirpe susceptivel ndo apresentar a bomba AcrAB-TolC activa.
Assim sendo, comprova-se que os antibidticos escolhidos para este trabalho,
tetraciclina, ofloxacina e oxacilina, sdo substratos do sistema de efluxo em causa, como
j& havia sido descrito por Piddock (Piddock, 2006).

Tabela 9 - Valores obtidos de CMI para inibidores e substratos de bombas de efluxo nas duas
estirpes de E. coli, AG100 e AG100A.

Compostos CMI (mg/L)
AG100 AG100A
CPZ 60 20 (13x%)
TZ 100 25 (|4x)
CCCP 10 10 (=)
Na;VO, 3000 5000 (1 = 0.6x)
NPM 400 200 ({2x)
VP 3200 300 (§ = 11x)
EtBr 150 5 (130x)

CMI- Concentragdo minima inibitéria; CPZ- Clorpromazina; TZ - Tioridazina; CCCP - Carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona; NazVQy- Ortovanadato de Sédio; NMP — Arilpiperazinas.

Da andlise da Tabela 9, verifica-se que a estirpe AG100A apresenta uma maior
susceptibilidade aos compostos inibidores quando comparada com a estirpe AG100. O
composto onde este resultado é mais evidente € para o EtBr. A estirpe AG100A ¢é 30
vezes mais susceptivel que a estirpe AG100, comprovando-se como ja fora descrito em
trabalhos anteriores, que o EtBr é um substrato preferencial da bomba AcrAB-TolC
(Viveiros et al., 2005).

Igualmente, verificaram-se diferencgas significativas no valor da CMI para os
compostos TZ, CPZ e VP. A TZ apresenta um valor de CMI quatro vezes superior para
a estirpe AG100 comparativamente com a estirpe AG100A, enquanto o composto CPZ
para a estirpe AG100 apresenta um valor de CMI trés vezes superior em relagdo a
estirpe AG100A. Assim sendo, tanto a TZ como o CPZ demonstram que a estirpe
AGI100A ¢ mais susceptivel do que a estirpe AG100 para estes compostos. Para o VP
observou-se um aumento da CMI da AG100A comparativamente com a AG100 de 11
vezes. Estes resultados indicam que os compostos podem ser, eles proprios, substratos
da bomba AcrAB-TolC, ou que sdo inibidores que, na auséncia do sistema AcrAB-

TolC, inibem igualmente os restantes sistemas de efluxo e poderdo ter um efeito
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primordial na sua inibi¢do levando a uma menor capacidade de sobrevivéncia da estirpe

em condi¢des normais.

Para os restantes compostos, CCCP, Na;VO4 e NMP, os valores determinados
de CMI para ambas as estirpes, AG100 e AGI00A, ndo apresentam diferencas
significativas entre elas. O valor de CMI para o CCCP é o mesmo tanto para a AG100
como para a AGI00A. E a CMI do Na3VO4 e NMP apresentam apenas diferencas na
ordem de uma diluicdo. Estes resultados indicam a possibilidade de nao serem substrato
da bomba AcrAB-TolC, ou seja, ndo apresentam um efeito primordial na inibi¢do
directa sobre esta bomba de efluxo, ndo excluindo porém que podem ter um efeito

potenciado noutras bombas.

3.1.2 Determinacio das concentracoes minimas inibitérias dos antibioticos e EtBr
na presenca dos compostos inibidores de efluxo para as estirpes de E. coli,

AG100 e AG100A

De forma a avaliar a capacidade dos inibidores de efluxo em estudo diminuirem
a CMI dos antibidticos, determinaram-se as CMI dos antibidticos na sua presenga, numa
concentracao fixa igual a ¥2 da sua CMI para garantir que o efeito inibitério se deve ao
sinergismo com o antibidtico e ndo a actuacdo do inibidor per se. Portanto, cada
antibidtico utilizado no estudo foi submetido a presenca dos inibidores de efluxo no
ensaio de CMI a % da respectiva CMI. Como referéncia para o efluxo utilizou-se o
EtBr, anteriormente demonstrado ser um substrato preferencial do sistema AcrAB-

TolC. Os resultados obtidos apresentam-se na Tabela 10.
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Tabela 10 - Valores obtidos de CMI para os antibioticos e EtBr na presenca dos inibidores de
sistemas de efluxo (a 2 da CMI) para as duas estirpes de E. coli, AG100 e AG100A.

Antibiético na AG100 AG100A
presenca/auséncia do CMI CMI
Inibidor de efluxo (ng/L)  Efeito Inibitério (mg/L) Efeito inibitério
Tetraciclina 2 0,5

+ CPZ 0,5 0,0625 8
+TZ 0,5 4 0,0625

+ CCCP 0,5 4 0,25 2

+ ORV* >16 - 4 -
+ NMP 0,0625 32 0,125
+VP 1 2 0,125
Ofloxacina 0,125 0,015

+ CPZ 0,015 8 0,0075 2

+TZ 0,015 8 0,0075 2

+ CCCP 0,015 8 0,015 1

+ ORV 0,03 4 0,015 1

+ NMP 0,0075 16 0,015 1

+VP 0,015 8 0,0075 2
Oxacilina 250 0,625

+ CPZ 125 2 0,625 1

+TZ 125 2 0,312 2

+ CCCP 62,5 4 0,625 1

+ ORV 62,5 4 1,25 -

+ NMP 7,68 32 0,3125 2

+VP 31,2 8 0,3125 2

EtBr 150 5

+ CPZ 37,5 4 2,5 2

+TZ 18,75 8 5 1

+ CCCP 75 2 5 1

+ ORV 4,6 32 2,5 2

+ NMP 2,34 64 5 1

+VP 9,3 16 1,25 4

CMI- Concentragdo minima inibitéria; CPZ- Clorpromazina; TZ - Tioridazina; CCCP - Carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona; NazVQy- Ortovanadato de Sédio; NMP — Arilpiperazinas; VP-Verapamil; EtBr — Brometo de
etidio. *Antagonismo entre tetraciclina e Na;VO,, resultados ndo validados para esta combinacdo. As “bold”
encontram-se os valores obtidos de CMI que diminuiram a CMI do antibidtico acima de ¥4 da CML.
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Com a andlise dos resultados descritos na Tabela 10, verifica-se de um modo
geral, que a CMI do antibitico na presenca do inibidor de efluxo, decresce
significativamente, quando comparada com o valor da CMI determinada para o
antibidtico na auséncia do inibidor de efluxo.

Para a tetraciclina, o composto com efeito inibitério mais significativo foi a
NMP, uma vez que, diminuiu o valor da CMI da tetraciclina de dois para 0,06 mg/L, ou
seja, a CMI da tetraciclina diminuiu 32 vezes na presenca da NMP. Os compostos TZ,
CPZ e o CCCP diminuiram o valor da CMI da tetraciclina, de dois para 0,5 mg/L. A
CMI da tetraciclina decresceu quatro vezes na presenca dos referidos inibidores. O
verapamil foi o inibidor com menos efeito no decréscimo da CMI da tetraciclina,
apresentando-se duas vezes inferior. Para a estirpe AGI00A, os compostos que
efectuam uma reduc¢do na CMI mais acentuada sd@o a TZ e o CPZ, pois decresceram o
valor da CMI da tetraciclina oito vezes.

Para a ofloxacina na estirpe AG100, o inibidor de efluxo que demonstrou maior
efeito inibitério, continuou a ser a NMP, uma vez que diminuiu a CMI da ofloxacina de
0,125 para 0,0075 mg/L, ou seja, 16 vezes menor. Os compostos TZ, CPZ, CCCP e o
VP apresentaram um decréscimo da CMI da ofloxacina de 0,125 para 0,015mg/L,
decrescendo oito vezes na presenca destes inibidores. Por dltimo, o Na3VO4
proporcionou um decréscimo menor, o valor da CMI da ofloxacina diminuiu para 0,03,
ou seja, diminuiu quatro vezes o valor da CMI da ofloxacina na auséncia do Na;VO,.
Para a estirpe com o sistema AcrAB-TolC inactivado, os compostos CPZ, TZ ¢ VP
apresentam um efeito inibitorio mais relevante.

Analisando os resultados da oxacilina verificou-se que o inibidor que
proporcionou um maior decréscimo da CMI revelou-se o mesmo que para os restantes
antibiéticos, a NMP. Este composto decresceu o valor da CMI da oxacilina de 250 para
7,68 mg/L, ou seja, a CMI é 32 vezes inferior. Seguido a este, o VP apresentou
capacidade de tornar a CMI da oxacilina oito vezes inferior. O CCCP e Na3zVO,
diminuiram quatro vezes o valor da CMI da oxacilina. Por dltimo, os inibidores com
menor capacidade para diminuir a CMI da oxacilina foram o CPZ e TZ, pois a CMI na
sua presenca decresceu apenas duas vezes, de 250 para 125 mg/L. Analisando o EtBr,
substrato preferencial da bomba AcrAB-TolC, verificou-se que os inibidores que mais

decrescem a sua CMI sdo o VP, Naz;VOs e NMP, diminuindo 16, 32 e 64 vezes,
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respectivamente, o valor da CMI do EtBr. Os restantes inibidores, TZ, CPZ e CCCP,
decresceram o valor da CMI, oito, quatro e duas vezes, respectivamente. De todos, o
inibidor que se revelou mais eficiente foi a NMP. A estirpe AG100A apresentou maior

susceptibilidade para o EtBr na presenca do VP (inibi¢do de quatro vezes da CMI).

Os resultados apresentados nas Tabelas 8 a 10 resultam da média de trés ensaios
independentes, onde todos eles foram concordantes. Os solventes da NMP e do CCCP
sao o DMSO e metanol, respectivamente, pelo que para estes dois casos foram
realizados controlos de crescimento e viabilidade celular, onde se verificou que estes
solventes ndo alteram o crescimento das estirpes nem a sua viabilidade celular, nas

concentracoes utilizadas.

Da andlise global destes resultados podemos inferir: (i) que a tetraciclina,
ofloxacina e oxacilina, sdo substratos do sistema de efluxo AcrAB-TolC de E. coli; (ii)
o composto quaterndrio fluorescente EtBr é um substrato preferencial do sistema de
efluxo AcrAB-TolC de E. coli; (iii) todos os inibidores de efluxo seleccionados
promoveram a diminui¢do da CMI dos antibiéticos e EtBr a Y2 da sua respectiva CMI,

com especial destaque para a NMP.

Assim, face as evidéncias apresentadas e a luz do que se conhece sobre este compostos,
seria legitimo concluir que todos estes inibidores de efluxo promovem a retengdo dos
antibidticos e do EtBr por inibicdo dos sistemas de efluxo, em particular do sistema de
efluxo AcrAB-TolC de E. coli. Contudo, este efeito inibitério € avaliado pelo aumento
da inibi¢dao do crescimento pelo antibidtico/substrato apds 16-18 horas de exposic¢do a
uma concentragdo nao letal do inibidor (diminui¢do da CMI). Nada garante que nao
existe um efeito sinérgico entre antibidtico e inibidor no seu modo de acg¢do, para além
da inibi¢do do efluxo. Para se estudar este efeito temos de utilizar tecnologia que nos
permita visualizar o efluxo e a sua inibi¢do por estes compostos em tempo real, e assim

discriminar quais, de entre estes compostos, sdo verdadeiramente inibidores de efluxo.
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3.2 Monitorizacao do transporte de EtBr pelo método fluorométrico semi-

automatico

Na interpretacdo dos resultados é importante ter presente alguns dos critérios que
estiveram implicitos na execucdo dos ensaios realizados:

- O influxo do EtBr deriva da permeabilidade da parede celular bacteriana, e
ocorre por difusdo passiva. O equilibrio entre a difusdo passiva e a expulsdo activa do
EtBr pelos sistemas de efluxo (em particular pelo sistema AcrAB-TolC em E. coli)
resulta no estabelecimento de um equilibrio entre o influxo e o efluxo que, se
desequilibrado para o primeiro por inibi¢do do segundo, resulta na acumulacio de EtBr
na célula bacteriana.

- O EtBr que entra na célula deriva do balancgo entre o transporte activo e passivo
ligando-se aos acidos nucleicos e a proteinas intracelulares e periplasmaticas, sendo esta
ligacdo responsavel pelo nivel de fluorescéncia emitido pelas células. A sua intensidade
reflecte a quantidade de EtBr no interior da célula (Paixao et al., 2009).

- A concentragao do composto inibidor de efluxo devera ter como concentra¢io de
trabalho, ¥2 do valor determinado para a CMI da estirpe em estudo, para manter a
viabilidade celular. Este é um factor fundamental no ensaio para evitar variacdes de
fluorescéncia que podem influenciar negativamente os resultados. Por este mesmo
motivo, os ensaios tem uma duracdo de apenas 30 minutos.

- Outro pressuposto também importante € o uso de tampao fosfato para
impedir/minimizar a replicacdo celular durante o ensaio. As células sofrem trés
lavagens com esta solu¢do para retirar todo o meio de cultura que possibilitaria a
replicagdo celular. Para além disso, o tampao fosfato também € utilizado como meio de
ressuspensao celular ao longo dos 30 minutos de ensaio, porque desta forma criam-se as
condic¢des ideais para interromper a replicacao celular assim como evitar a fluorescéncia
intrinseca associada as proteinas da replicac@o (Jones et al., 2003).

- As células devem-se encontrar nas condi¢des energéticas ideais, fornecendo-se
uma fonte de energia (glucose a 0,4%). Este € um aspecto essencial e comum a todas as
bombas de efluxo com capacidade para expelir antibidticos: a sua dependéncia
energética, como € o caso da dependéncia do potencial protdnico, no sistema tripartido

AcrAB-TolC.
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Dados os postulados supracitados comecgou-se por determinar a menor
concentracao de EtBr para a qual se consegue detectar acumulagcio de EtBr celular sem
que essa concentracdo provoque alteracdes nas fungdes vitais da célula. Para tal,
realizou-se um primeiro ensaio em que as estirpes sdo expostas a concentragcoes
crescentes de EtBr (0,25 a 3 mg/L). A primeira concentracdo com niveis baixos de
acumulacdo (< 10-20% de fluorescéncia relativa) serd a concentracdo que tem

capacidade de manter o equilibrio da entrada e saida do substrato.
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Figura 17 — Determinacdo da concentracio minima de EtBr necesséria para manter o equilibrio nas
duas estirpes, AG100 e AG100A. Ensaio realizado com diferentes concentragdes de EtBr, 0,25 a 3 mg/L
na auséncia (A) e na presenca (B) de glucose a 0,4%.

Os resultados obtidos na detec¢ao fluorométrica do ensaio de acumulagdo de
concentracdes crescentes de EtBr, apresentados na Figura 17 demonstraram que a
concentracdo que pode ser utilizada como limite inferior para a estirpe AG100A € de
0,5 mg/L e para a estirpe AG100 é 1 mg/L. Como ja foi referido, estas sdo as

concentracdes de equilibrio a partir das quais se comeca a detectar acumulacao celular
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de EtBr nas melhores condi¢des para o efluxo (presenga de glucose), correspondendo a
fluorescéncia basal para os ensaios de acumulacdo de EtBr subsequentes (Paixao et al.,
2009). Assim sendo, as concentracdes a utilizar nos ensaios de acumulacao e efluxo nao
serdo iguais para ambas as estirpes, isto porque a estirpe AG100A apresenta o sistema
de efluxo AcrAB-TolC inactivo, o que uma vez mais reforca a evidéncia de que o EtBr
€ um substrato especifico deste sistema de efluxo. Este resultado € concordante com os
valores obtidos para a CMI de cada estirpe, em que em AG100A a CMI é muito inferior
a da estirpe AG100 uma vez que esta tem capacidade para expulsar o substrato EtBr

pela bomba AcrAB-TolC activa.

3.2.1 Estudo do transporte de EtBr na presenca de inibidores de efluxo

O estudo do transporte do EtBr na presenca de inibidores de efluxo procedeu-se
de acordo com o descrito em 2.2.4 dos Materiais € Métodos. Foram realizados dois tipos
de ensaios: ensaios de acumulacdo de EtBr e os ensaios de efluxo de EtBr (Paixao et al.,
2009). Comecgou-se por estudar a acumulacdo de EtBr no interior da célula, para
verificar se alguns dos inibidores potenciam essa acumulacdo. Como referido
anteriormente, a concentracdo de EtBr foi optimizada para cada estirpe de E. coli,
produzindo 100% de viabilidade para o ensaio. Os resultados de fluorescéncia em
funcdo do tempo, para os inibidores de efluxo encontram-se apresentados nos graficos

seguintes.

3.2.1.1 Na presenca de CPZ e TZ

Os fenotiazinas sdo compostos que inibem os canais de cédlcio e como
consequéncia inibem as enzimas dependentes dos canais de cdlcio, como as enzimas
fornecedoras de energia, as ATPases, cinases e fosfatases (Khan et al., 2000; Amaral et
al., 2007). O célcio tem um papel crucial na sinalizacdo celular e na actividade de
transporte da célula, e como tal o CPZ e a TZ serdo utilizadas neste estudo para se
observar o efeito que exercem sobre a acumulagdo e efluxo de EtBr, como potenciais

inibidores de efluxo em E. coli. Os resultados encontram-se nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Influéncia do CPZ na acumulacao de EtBr - Ensaio de acumulacio de EtBr, durante 30
min, a 37°C na presenca e auséncia de glucose a 0,4% e na presenca de CPZ a %2 da CMI (30 mg/L e 10
mg/L). Concentracio de EtBr (1 mg/L e 0,5 mg/L) para ambas as estirpes E. coli AG100 e AG100A,
respectivamente.

Observando os graficos apresentados na Figura 18, verifica-se que existe
acumulacgdo significativa de EtBr na presenca de CPZ. Para a estirpe AG100 ocorre
acumulagdo crescente ao longo do tempo, atingindo um valor maximo aos 25 minutos
de 100 unidades arbitrédrias de fluorescéncia. Na estirpe AG100A a acumulacdo existe
mas com valores de fluorescéncia mais reduzidos, apresentando um mdédximo de
acumulagdo aos 30 minutos atingindo 55 unidades arbitrarias de fluorescéncia. Estes
resultados indicam que o CPZ tem um efeito inibitdrio nos sistemas de efluxo de E. coli,
indicando ter um efeito inibitério preferencial sobre o sistema AcrAB-TolC, apesar de
outros sistemas estarem funcionais, como € constatado pelos resultados obtidos em
AGI100A, que apresenta significativamente menor acumulacao de EtBr induzida pela
inibicdo do efluxo pelo CPZ. A presenca de glucose nao altera significativamente os

niveis de acumulacao.

Os dois gréficos seguintes apresentam o efeito do TZ na acumulagdo de EtBr.
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Figura 19 - Influéncia da TZ na acumulacao de EtBr. Ensaio de acumulagio de EtBr, durante 30 min,
a 37°C, na presenca e auséncia de glucose a 0,4% e na presenca de TZ a Y2 da CMI (50 mg/L e 12,5
mg/L) e Concentracdo de EtBr (1 mg/L e 0,5 mg/L) para as estirpes E. coli AG100 e AG100A,
respectivamente.

No ensaio com presenga de TZ, a estirpe AG100 acumula o EtBr até 100 e 90
unidades relativas de fluorescéncia aos 10 minutos de ensaio, mantendo esse valor
maximo de acumulacdo (100 unidades de arbitrarias de fluorescéncia) até aos 25
minutos de ensaio, apds esse periodo ocorre um decréscimo acentuado na acumulacio.
Na estirpe AG100A, a acumulagdo é muito inferior, com um aumento gradual ao longo
do tempo atingindo os 30 minutos, 50 unidades arbitrarias de fluorescéncia. Essa
diferenca significativa apresentada entre ambas as estirpes comprova que a TZ tem um
efeito inibitorio preferencial sobre o sistema de efluxo AcrAB-TolC mas, apesar de
menor, também tem efeito noutros sistemas de efluxo. A presenca de glucose nao altera

significativamente os niveis de acumulacao de EtBr para ambas as estirpes.

Com estes resultados verifica-se que o CPZ e a TZ s@o inibidores do efluxo de
EtBr, promovendo uma significativa acumulag¢dao de EtBr no interior celular quando o
sistema AcrAB-TolC estd funcional. A presenca de glucose nao influencia essa
acumulagdo. A TZ aparenta ter uma acc¢do inibitdria superior ao CPZ, na linha do efeito

inibitério que ambos apresentaram sobre a CMI do EtBr para AG100 (Tabela 10).
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32.1.2 Na presenca de um desacoplador energético (CCCP)

Os desacopladores energéticos inibem a sintese de ATP através de um colapso
do gradiente proténico transmembranar que garante a FPM. Normalmente, o transporte
de electroes estd relacionado com a fosforilacdo oxidativa, sendo que o balanco da
sintese de ATP controla o balanco do transporte de electrdes. Os desacopladores
interrompem a fosforilagdo oxidativa no transporte de electrdes, assim a energia
produzida pela cadeia transportadora ndo permite a libertacdo da energia necessdria sob
a forma de ATP. Muitos dos desacopladores facilitam o transporte de hidrogenides e de
potdssio pela membrana, sem que ocorra a activagdo da ATPase, destruindo dessa forma
o gradiente i6nico e o gradiente de pH. O desacoplador escolhido para este trabalho foi

0 CCCP e os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 20.
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Figura 20- Influéncia do CCCP na acumulaciao de EtBr. Ensaio de acumulacido de EtBr durante 30
min, a 37°C, na presenca e auséncia de glucose a 0,4% e na presenga de CCCP a %2 da CMI (5 mg/L) para
ambas as estirpes. Concentragdo de EtBr (1 mg/L e 0,5 mg/L) para as estirpes E. coli AG100 e AG100A,
respectivamente.

Na presenca do CCCP, constata-se que para a estirpe AG100, existe acumulacao
ao longo do tempo, apresentando aos 30 minutos 70 unidades de fluorescéncia. Para a
estirpe AG100A a acumulacdo ndo € tao elevada, pois apresenta apenas 35 unidades de

fluorescéncia aos 30 minutos. Os resultados apresentados indicam que o CCCP ndo é
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especifico do sistema AcrAB-TolC, existem outros sistemas de efluxo a funcionar, que
possivelmente também utilizam a FPM como fonte de energia. A presenca de glucose
ndo altera significativamente os niveis de acumulacido de EtBr para ambas as estirpes.
Com este resultado, demonstra-se mais uma vez que o sistema AcrAB-TolC ndo € o
unico sistema de efluxo a transportar o substrato, EtBr, para o exterior da célula, bem
como se demonstra que o sistema AcrAB-TolC depende da FPM para funcionar.
Coloca-se agora a questdo de como é mantida essa FPM e se sdo as ATPases as
principais fornecedoras de protdes para a manuten¢ao da FPM ou se, tal como a maioria
das teorias bioenergéticas postulam, o papel das ATPases na manutenciao da FPM ¢

secundario.

3.2.1.3 Na presenca do ortovanadato de sodio (NazVOy)

O NazVOy inibe a ac¢do de todos os sistemas energéticos que utilizam como
fonte de energia a hidrélise de ATP, ou seja, € um inibidor de ATPases. Como o seu
mecanismo de acc@o ainda ndo se encontra bem definido, pretende-se estudar a sua
accdo sobre a acumulacdo de EtBr. Na Figura 21, encontram-se os resultados para

ambas as estirpes, AG100 e AG100A.
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Figura 21 - Influéncia do Na;VO, na acumulacao de EtBr. Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante 30
min, a 37°C, na presenca e auséncia de glucose a 0,4% e na presenca de Na;VO, a ¥2 da CMI (1500 mg/L
e 2500 mg/L), concentragdo de EtBr (1 mg/L e 0,5 mg/L), para as estirpes de E. coli AG100 e AGI00A,
respectivamente.
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Comparando ambas as estirpes verifica-se que a estirpe AG100 na presenca do
Na3;VO, apresenta uma forte inibicdo da actividade do sistema de efluxo AcrAB-TolC,
0 que acarreta uma rdpida e elevada acumulacdo de EtBr nas células. Apds cinco
minutos de ensaio as células na presenca do Na;VO, acumulam o maximo de EtBr,
atingindo 100 unidades arbitrérias de fluorescéncia. Verifica-se ainda, que a presenca de
glucose ndo influéncia o efeito inibitério do composto. O mesmo acontece para a estirpe
AG100A, este composto continua a apresentar um forte efeito inibitério, mesmo com a
bomba AcrAB-TolC inactiva, tal facto indica que esta inibicao ndo é especifica do
sistema AcrAB-TolC. Com este resultado, o NazVO, apresenta-se como um excelente
inibidor de bombas de efluxo em E. coli apesar de ndo promover redugdes de CMIs tao

significativas como as fenotiazinas (Tabela 10).

32.14 Na presenca de arilpiperazinas (NMP)

Este composto e seus derivados tém sido bastante estudados, e varios estudos
comprovaram que o seu uso decresce significativamente a CMI de antimicrobianos
como a levofloxacina (Bohnert et al., 2005). Apesar do seu mecanismo de ac¢do ainda
ndo se encontrar bem descrito, tudo indica que tem potencial para ser considerado
inibidor de efluxo.
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Figura 22 - Influéncia do NMP na acumulac¢iao de EtBr. Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante 30
min, a 37°C, na presenca e auséncia de glucose a 0,4% e na presenca de NMP a %2 da CMI (200 mg/L e
100 mg/L), concentragdo de EtBr de (1 mg/L e 0,5 mg/L), para as estirpes E. coli AG100 e AG100A,
respectivamente.
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Com a andlise dos graficos da Figura 22, verifica-se que a estirpe AG100
apresenta um maximo de acumulacdo aos 30 minutos de ensaio com 90 unidades
arbitrarias de fluorescéncia e a estirpe AGI0O0A, também apresenta o maximo de
acumulagdo aos 30 minutos, mas com apenas 35 unidades arbitrarias de fluorescéncia.
Este resultado indica que este inibidor tem um efeito principal sobre o sistema AcrAB-
TolC, embora promova acumulacdo de EtBr para a estirpe AGI00A. Assim, este
inibidor, também exerce algum efeito sobre outros sistemas de efluxo. Analisando o

N

efeito da fonte de carbono, verifica-se que existem diferencas quanto a presenga de
glucose (curva a vermelho) em relacdo a sua auséncia (curva azul). A presenca de
glucose, para a estirpe AG100, proporciona uma menor acumulaciao de EtBr no interior
da célula. A glucose mesmo na presenca do inibidor NMP consegue manter a sua ac¢ao
e o inibidor ndo tem capacidade de inibir o sistema de efluxo AcrAB-TolC. No entanto,
na auséncia de glucose a acumulacdo de EtBr é maior, e este inibidor exerce uma maior
inibicdo do sistema AcrAB-TolC. Assim, uma vez que a glucose consegue atenuar o
efeito das arilpiperazinas, deduz-se que estes compostos actuaram directamente nas vias

glicoliticas que abastecem as ATPases que garantem a FPM para a actividade do

sistema AcrAB-TolC.

3.2.1.5 Na presenca de verapamil (VP)

O verapamil encontra-se descrito como um bloqueador dos canais de cdlcio,
existe pouca informacdo sobre o seu mecanismo de ac¢do, e por isso pretende-se estudar
a sua influéncia na acumulagdo do substrato EtBr como potencial inibidor de bombas de

efluxo. Os resultados estdo ilustrados na Figura 23.
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Figura 23 - Influéncia do VP na acumulacdo de EtBr. Ensaio de acumulagdo de EtBr, durante 30
minutos, a 37°C, na presenca e auséncia de glucose a 0,4% e na presenga de VP a 2 da CMI,
concentracdo de EtBr de (1 mg/L e 0,5 mg/L), para as estirpes E. coli AG100 e AGI00A,
respectivamente.

A estirpe AG100 apresenta um méaximo de acumulacio aos 20 minutos de ensaio
com 73 unidades arbitrarias de fluorescéncia e a estirpe AG100A, apresenta também o
maximo de acumulacdo aos 30 minutos, mas com 80 unidades arbitrarias de
fluorescéncia. Com este resultado verifica-se que este inibidor apresenta um efeito
notdrio sobre os varios sistemas de efluxo que bombeiam EtBr em E. coli ndo sendo
especifico do sistema AcrAB-TolC. Analisando o efeito da fonte de carbono, verifica-se
que existem diferengas quanto a presenca de glucose (curva a vermelho) em relacdo a
sua auséncia (curva azul). Na presenca de glucose, na estirpe AG100, observa-se uma
menor acumulacdo de EtBr no interior da célula, por sua vez a auséncia da fonte de
carbono implica uma acumulacio continua de EtBr no meio intracelular. O que indica
que na auséncia da fonte de carbono existe inibi¢ao da actividade de efluxo pelo sistema
AcrAB-TolC que obtém energia a partir da hidrélise de ATP. Tal como para o NMP, a
glucose consegue atenuar o efeito do verapamil, pelo que se infere que estes compostos
actuaram directamente e de forma transiente nas vias glicoliticas que abastecem as
ATPases garantindo a FPM para a actividade do sistema AcrAB-TolC. Igualmente se
infere que os restantes sistemas de efluxo que substituem o AcrAB-TolC, na sua

auséncia, estdo menos dependentes das vias glicoliticas.
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Os resultados apresentados permitem concluir que todos os compostos testados
demonstraram ser, com maior ou menor eficiéncia, inibidores do efluxo em E. coli
promovendo a acumula¢do de EtBr. Todos os inibidores estudados demonstraram
contribuir para a acumulacdo de EtBr no interior da célula em tempo real, sendo que o
NazVOq foi o inibidor que promoveu o efeito inibitério mais relevante. Este composto
tem um forte efeito inibidor de sistemas energéticos que utilizam a FPM acoplada as
ATPases (Bebane et al., 1987), como € o caso do sistema AcrAB-TolC. Por sua vez, o
CPZ, a TZ e o VP também apresentaram um significativo efeito na acumulacao de EtBr.
A TZ demonstrou-se eficiente na inibicdo da bomba AcrAB-TolC, mas apenas durante
os primeiros 15 minutos, porque posteriormente ocorreu uma diminui¢do na
acumulagcdo do substrato, possivelmente por activacdo de mecanismos sistemas de
efluxo acessorios ou eventual efeito sobre a viabilidade celular. Contudo, verifica-se
que nenhum destes inibidores € especifico da bomba AcrAB-TolC. Inibem o sistema de
efluxo AcrAB-TolC mas também inibem outras bombas de efluxo de uma forma nédo
especifica. Embora as fenotiazinas tenham apresentado um efeito inibitério preferencial
sobre o sistema AcrAB-TolC, o CCCP e NMP foram os inibidores que promoveram
menor efeito inibitério em tempo-real ao induzirem a menor acumulagdo do substrato
EtBr dos ensaios realizados.

De realcar que o NMP foi o composto com maior capacidade na redugdo das
CMIs dos antibidticos estudados, bem como do EtBr. Tal aparente contradi¢io com os
resultados anteriores, deve ser enquadrada no contexto dos procedimentos
experimentais de cada ensaio: o ensaio de determinagdo da CMI tem duracdo de 18
horas e o ensaio de fluorometria em tempo real tem duracao de 30 minutos. No segundo
ensaio avalia-se o efeito inibitério sobre o efluxo/influxo de EtBr enquanto no primeiro
se avalia o efeito destes compostos sobre a accdo conjunta com um antibidtico,
misturando-se dois mecanismos de accdo que podem ser sinérgicos € nao
obrigatoriamente envolver apenas a inibi¢ao do efluxo de longo prazo.

Reside assim a questdo de como actuam estes “supostos” inibidores de sistemas
de efluxo do ponto de vista do mecanismo de ac¢c@o, uma vez que ja se demonstrou que
promovem a diminui¢do das CMIs de antibidticos e EtBr bem como promoveram, em
tempo real e em condi¢Oes sub-inibitérias, a retencdo celular deste reconhecido

substrato de sistemas de efluxo.
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Sabendo-se que o sistema de efluxo AcrAB-TolC actua recorrendo a FPM
resultante do gradiente protdnico € importante recolher informac¢do de como se encontra
o estado de polarizagdao das células ao fim de cada ensaio de acumulagcao de EtBr na
presenca e auséncia dos inibidores, isto €, aos 30 minutos de exposicdo, através da

medicao do respectivo potencial de membrana.

3.2.2 Influéncia dos inibidores no Potencial de membrana (AY)

Como os resultados anteriores mostraram que todos os compostos estudados
evidenciaram ser inibidores do efluxo, tornou-se relevante para o estudo dos
mecanismos de ac¢do de cada um dos inibidores, determinar qual a sua influéncia no
potencial de membrana das células bacterianas. O potencial de membrana € gerado pela
diferenca de concentragdes de ides no interior € no exterior da membrana
citoplasmadtica, componente do gradiente electroquimico, relacionado com a formacgao
de ATP na célula (Shapiro, 2000). O potencial de membrana foi medido com recurso a
um corante, DiOC,, de acordo com o protocolo apresentado em 2.2.5 nos Materiais e
Métodos. Este composto € um corante catiénico e lipofilico que atravessa facilmente a
membrana celular. Os microrganismos com a membrana polarizada apresentam no seu
interior a carga negativa. Nestas condigdes, o corante por afinidade electrostatica, forma
agregados no interior da célula que promovem a fluorescéncia vermelha (Novo et al.,
1999; Shapiro, 2000). Quando a célula se encontra despolarizada, ou seja quando tende
a ficar menos negativa a fluorescéncia emitida sera verde (Novo et al., 1999; Shapiro,
2000). O potencial de membrana serd nulo quando a membrana apresenta danos
estruturais que permitam a passagem livre de ides entre as duas faces ou quando
compostos como o CCCP, designados por desacopladores, também anulam o potencial
de membrana (Novo et al., 1999 e 2000). Uma vez que, a fluorescéncia do EtBr
interfere com o sinal do DiOC, estes ensaios de medicdo da polarizagdo celular
mimetizaram as condi¢des experimentais dos ensaios de acumulacio excepto no que se
refere a presenca de EtBr no meio, isto é, a percentagem de células polarizadas foi
medida ao fim de 30 minutos de exposi¢do para cada inibidor na auséncia de EtBr de
forma a medir-se exclusivamente o efeito destes no potencial de membrana e poder

inferir-se sobre o efeito de cada inibidor sobre o potencial proténico. Uma vez que
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anteriormente se evidenciou que o sistema AcrAB-TolC € o principal sistema de efluxo
de EtBr em E. coli, a estirpe seleccionada para este ensaio foi a AG100 que retém todo
o sistema funcional. Os resultados obtidos para o potencial de membrana na presenca

dos diferentes inibidores encontram-se na Figura 24.
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Figura 24 - Influéncia dos inibidores sobre a polarizacio da membrana celular da estirpe AG100,
aos 30 minutos de ensaio de exposicado aos inibidores. Os inibidores foram utilizados numa
concentracdo final de 2 CMI determinada, na presenca e na auséncia de glucose (0,4%).

Através da andlise do gréifico apresentado verifica-se que as células da estirpe
AG100 na presenga dos inibidores CPZ, TZ, CCCP, NazVO, e VP aos 30 minutos
apresentam uma percentagem de células despolarizadas de 98, 98, 95, 95 e 92%,
respectivamente. Na presenca de inibidores com glucose aos 30 minutos de ensaio as
células apresentaram 89, 95, 90, 95 e 98% de células despolarizadas, respectivamente.
Demonstra-se assim que, uma grande maioria das células sofre despolarizacdo da
membrana com quebra do potencial proténico aos 30 minutos de exposi¢do a todos os
inibidores estudados pelo que se infere que tal conduza a inibi¢do da actividade do
sistema AcrAB-TolC (e de outros sistemas de efluxo dependentes da FPM) levando a
acumulacdo de EtBr no interior das células, tal como evidenciado nos ensaios de
acumulacgdo anteriores (Figuras 18 a 23). Este efeito despolarizante € independente da
presenca da glucose uma vez que as diferencas de percentagem de despolarizacdo sdo
pouco significativas. Nao sdo apresentados resultados para o NMP porque os resultados

nao puderam ser validados em tempo titil para a inclusdo neste manuscrito.
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Estes resultados sdo suportados pela analise das imagens obtidas para cada

condi¢do analisada, e apresentados na Figura 25.

Auséncia de glucose Presenca de glucose

Figura 25 — Imagens de microscopia de fluorescéncia representativas da influéncia dos inibidores
sobre a polarizacdo da membrana celular da estirpe AG100 ao fim de 30 minutos de ensaio. Os
inibidores (A) CPZ, (B) TZ, (C) CCCP, (D) Na;VOy, (E) VP foram testados com a concentracao final de
12 CMI, na presenca e na auséncia de glucose (0,4%). Ampliacdo: 1500X, Imagem com campo horizontal
de 0,08 mm, 80 um e campo vertical de 0,06mm, 60 um. Resolucdo: 2580 X 1920.
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As imagens da Figura 25 representam o potencial de membrana no final de 30
minutos de ensaio; as células verdes sdo representativas de células despolarizadas, ou
seja células livres de energia e com carga menos negativa no interior da membrana. Em
todas as imagens, verifica-se que a presenga dos inibidores potenciam a despolariza¢do
da membrana nos primeiros 30 minutos de ensaio, uma vez que as células na sua

maioria apresentam cor verde.

3.2.3 Influéncia dos inibidores na viabilidade celular

Os resultados anteriores s6 terdo significado para a inibicdo do efluxo se a
despolarizacdo das células for transiente e que tenha ocorrido em células com a
membrana intacta, logo vidveis. Assim, o estudo de viabilidade celular no final de cada
ensaio de acumulagdo na presenca dos inibidores € essencial para a interpretacdo dos
resultados de fluorometria. Pretende-se garantir que o incremento de fluorescéncia se
deve a inibicdo do fornecimento de energia as bombas de efluxo e ndo a difusdo para o
exterior do EtBr resultante da morte celular, que advém da exposicdo das estirpes a
concentracdes letais do composto. Assim, efectuou-se a andlise da viabilidade celular de
acordo com o protocolo apresentado em 2.2.5 nos Materiais e Métodos, que avalia a
integridade da membrana através da fluorescéncia emitida pelo corante SYTO9 que
floresce de verde nas células com as membranas intactas em contraste com o iodeto de
propidio que cora de vermelho as células danificadas uma vez que a membrana celular
integra nao é permedvel ao mesmo (Boulos et al., 2009). Resumindo, a integridade da
membrana é representada/avaliada pela fluorescéncia verde e a perda dessa integridade
¢ representada/avaliada pela fluorescéncia vermelha das células. De notar que este
protocolo estd optimizado para uma exposicdo de uma hora aos agentes em avaliacdo,
razdo pela qual os ensaios de viabilidade foram estendidos por mais 30 minutos
relativamente as experiéncias anteriores. Os resultados encontram-se ilustrados nas

Figuras 26 e 27.
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Figura 26 — Grafico representativo da % de células viaveis para AG100. Estas células foram
analisadas ao microscépio no final de 1 hora de ensaio.

Com a andlise do grafico representado na Figura 26, observou-se que os
inibidores testados ndo degradam a membrana celular, mantendo-se a viabilidade
celular até ao final de uma hora de ensaio. O dnico inibidor que coloca em causa a
viabilidade celular € a TZ que apresentou apenas 35% de células vidveis no final de uma
hora quando as células sdo expostas a este agente na auséncia de glucose. Esses
resultados podem ser comprovados pelas fotografias de microscopia de fluorescéncia

apresentadas na Figura 27.
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Auséncia de glucose Presenca de glucose

Figura 27 - Fotografias de microscopia fluorescéncia dos ensaios de viabilidade. As células foram
analisadas ao microscdpio de fluorescéncia ao fim de 1 hora de ensaio. Os inibidores (A) CPZ, (B) TZ,
(C) CCCP, (D) Na3VO,, (E) VP foram testados a Y2 CMI, na presenca e na auséncia de glucose.
Ampliacdo: 1500X, Imagem com campo horizontal de 0,08 mm, 80 pm e campo vertical de 0,06 mm, 60
pm. Resolugdo: 2580 X 1920.
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Face a estes resultados podemos afirmar que a inibicao do efluxo, por exposicao
ao inibidor nos ensaios de acumulacio de EtBr (Figuras 18 a 23), deveu-se a
despolarizacdo transiente das células tendo esta ocorrido com a membrana celular
intacta, logo em células vidveis. Deste modo, comprova-se a viabilidade celular durante
os ensaios de acumulac@o. Conclui-se que o incremento de fluorescéncia deve-se a
inibicdo da fonte de energia para a actividade das bombas de efluxo, a FPM, e ndo a
difusdo para o exterior do EtBr resultante da morte celular que advém da exposicdo das
estirpes a concentracdes letais do composto. A unica condi¢do em que isto ndo se
verifica, foi no ensaio de acumulacao de EtBr na presenca de TZ e auséncia de glucose
(vide curva a azul na Figura 19). O “retomar do efluxo” neste caso podera ser devido ao
“leakage” do EtBr pela significativa diminui¢ao da viabilidade celular durante o ensaio
de exposicdo das células usando ¥2 da MIC da TZ. Conrad et al. (1979) verificou que a
presenca de glucose como fonte de carbono pode influenciar significativamente a
susceptibilidade aos antibidticos em P. aeruginosa. A glucose parece exercer um efeito
“protector” sobre as células e possivelmente foi esse o efeito que se observou nos
resultados de microscopia com a TZ, na presenca de glucose, p.e, a glucose torna E.
coli, menos susceptivel a TZ.

Nao sdo apresentados resultados para o NMP porque os resultados ndo puderem
ser validados em tempo util para a inclusdo neste manuscrito.

De forma a validar estes resultados torna-se essencial realizar ensaios onde se
avalia exclusivamente o efluxo do substrato EtBr em tempo real, durante 30 minutos na
presenca e auséncia dos inibidores. Nestes ensaios, promove-se a acumulacido de EtBr
durante 60 minutos nas condi¢des de efluxo minimo (sem glucose e na presenca do
inibidor a ¥2 MIC) findo o qual o inibidor € retirado por lavagem. Seguidamente
monitoriza-se durante 30 minutos o decaimento da fluorescéncia por efluxo de EtBr em
condic¢des de efluxo médximo (com glucose) na presenca e auséncia do inibidor, sendo o

processo normalizado contra as condigdes de efluxo minimo.
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3.2.4 Influéncia dos inibidores em estudo no efluxo de EtBr

O ensaio de efluxo de EtBr na presenca do inibidor de efluxo foi realizado como
descrito nos Materiais e Métodos, ponto 2.1.6.4. Com estes ensaios pretende-se
visualizar, em tempo real, exclusivamente o efluxo do substrato EtBr, e igualmente
“quantificar” a capacidade dos compostos em estudo de inibirem esse mecanismo de
efluxo. Para optimizar a leitura e interpretacdo dos resultados, efectua-se a sua
normalizagdo em funcdo do controlo de células inibidas, porque é essencial ter um
ponto de comparagcdo, em tempo real, entre células com efluxo inibido (onde a
acumulacgdo/retencdo do EtBr € médxima, ponto onde a fluorescéncia relativa € 1) e o
processo normal de efluxo de células de onde € eliminado o inibidor por lavagem. A
partir desse ponto avalia-se a extrusdo do EtBr, através do decréscimo de acumulagdo
ou em relagdo a fluorescéncia relativa da unidade referéncia (células inibidas) (Viveiros
et al., 2008, Paixdo et al., 2009). Os resultados apresentam uma recta a tracejado e duas
curvas. A recta a tracejado refere-se a normaliza¢do pelo minimo de efluxo (estirpe na
presenca do inibidor e sem glucose), pois nesta situa¢do o inibidor potencia 0 maximo
de acumulagdo de EtBr, bloqueando a saida do mesmo, sendo arbitrariamente igual a 1

N

ao longo do ensaio (Figuras 28 e 29). A curva referente a “estirpe+glucose” (a azul nos
grificos das Figuras 28 e 29) evidencia o efeito das condi¢des Optimas para o efluxo
pois serd nesta situacdo que ocorre o maximo de efluxo possivel devido a presenca da
fonte energética, e numa segunda curva observa-se a ‘“‘estirpe+glucose+inibidor” (a
verde nos graficos das Figuras 28 e 29) onde se pretende verificar o efeito do inibidor.
Neste ultimo caso, espera-se que o efluxo seja reduzido ou até nulo caso o inibidor seja
realmente eficiente na inibi¢ao dos sistemas de efluxo. Os resultados obtidos para cada

inibidor testado neste trabalho encontram-se nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28 — Representacio dos ensaios de efluxo para as duas estirpes AG100 e AG100A. Em (A)
influéncia do inibidor CPZ no ensaio de efluxo, (B) inibidor TZ, (C) inibidor CCCP. No ensaio de efluxo
de EtBr, as células sofreram uma incubag@o, uma hora a temperatura ambiente, com concentraciao de EtBr
de (Img/L-AG100 e 0,5 mg/L-AG100A) e com os referidos inibidores a uma concentracdo de %2 de CMI.
Os resultados foram normalizados por comparagdo de todas as condigdes em relacido a condi¢cdo minima
de efluxo (estirpe + inibidor).
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Figura 29 - Representacio dos ensaios de efluxo para as duas estirpes AG100 e AG100A. Em (D)
influéncia do inibidor Na;VO, no ensaio de efluxo, (E) inibidor NMP, (F) inibidor VP. No Ensaio de
efluxo de EtBr, as células sofreram uma incubacdo, uma hora a temperatura ambiente, com concentragio
de EtBr de (Img/L e 0,5 mg/L) e com os referidos inibidores a uma concentragdo de %2 de CMI. Os
resultados foram normalizados por comparacdo de todas as condi¢cdes em relacdo a condicdo minima de
efluxo (Estirpe + inibidor).

Da anadlise detalhada dos resultados obtidos para o inibidor CPZ, representado na
Figura 28 (A) confirma-se que este ¢ um potente inibidor de efluxo em E. coli e em
particular do sistema de efluxo AcrAB-TolC. Esta afirmagdo deriva da comparagao

entre o controlo “estirpe+glucose”, curva azul, com a condi¢do “estirpe+glucose+CPZ”,
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curva verde. O CPZ consegue promover a acumulagdo/retencdo de grande quantidade
de EtBr nas células durante o periodo de acumulac¢do (vide Figura 18 com Figura 28A),
sendo depois capaz de inibir o efluxo do mesmo durante todo o periodo do ensaio de
efluxo (30 minutos), mesmo na presenga da glucose. Tal facto indica que actuara apos
as vias glicoliticas em particular junto das ATPases dependentes do célcio que fornecem
a FPM para a actividade do sistema AcrAB-TolC. Como é o caso das P-ATPases
bacterianas, bombas i6nicas que fazem a passagem de ides de célcio, potdssio e sédio
por troca de protdes e como tal contribuem significativamente para a manutengdo da
FPM. Uma vez mais se conclui que a inibicdo da extrusdo do substrato EtBr é
preferencial para o sistema AcrAB-TolC mas este ndo € o tnico pois, 0 CPZ apresentou
capacidade de inibir outros sistemas que ndo o AcrAB-TolC, uma vez que este se
encontra inactivo em AGI00A e mesmo assim esta estirpe apresentou inibicdo de
efluxo na presenca de CPZ.

Quando se recorre a mesma andlise para o inibidor TZ, representado em (B) nao
se conseguiu observar o0 mesmo grau de inibi¢do do efluxo de EtBr obtido para CPZ.
Comparando este resultado com o efeito da TZ na acumulacao de EtBr (vide Figura 19
com Figura 28B), pode-se concluir que este composto ndo € um bom inibidor do efluxo
de EtBr e aparenta ter um efeito inibitério muito rdpido que, ao longo do tempo vai
diminuido. De notar que existe uma correspondéncia entre a baixa viabilidade celular
detectada no fim do periodo de acumulacdo na auséncia de glucose para AG100,
(Figura 26 e 27) e a diminuta capacidade de efluxo demonstrada no ensaio de efluxo
(Figura 28B).

Em relacio ao inibidor de efluxo candnico do sistema AcrAB-TolC, o
desacoplador da FPM, CCCP (Tu et al., 2004), representado em (C) verifica-se que este
inibidor apresenta um comportamento esperado de acordo com a literatura,
demonstrando ser um bom inibidor dos sistemas de efluxo. Analisando o controlo
“estirpe + glucose”, curva azul, e a condi¢do “estirpe + glucose + CCCP”, curva verde,
verifica-se que o CCCP inibe o sistema AcrAB-TolC com eficiéncia durante o periodo
do ensaio e comparando ambas as estirpes, observa-se que este inibidor é altamente
eficiente sobre o sistema AcrAB-TolC, uma vez que na estirpe que tem este sistema

inactivo a inibicdo do efluxo € muito menor. Assim, mais uma vez se demonstra
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experimentalmente a dependéncia do sistema AcrAB-TolC da sua principal fonte de
energia, a FPM.

Recorrendo a andlise do terceiro inibidor apresentado em (D), NazVO, observa-
se que este composto proporciona uma forte inibi¢do no efluxo do substrato EtBr,
seguindo o0 mesmo padrio de comparacio ji referenciado nos outros inibidores. E
também evidente, a importancia da glucose neste ensaio, tal como ja tinha sido
observado nos ensaios de acumulacdo; a glucose ndo apresenta um papel relevante
sobre a accdo deste inibidor, confirmando-se assim, que a sua actividade inibitéria das
vias glicoliticas, que abastecem as ATPases e garantem a FPM para a actividade do
sistema AcrAB-TolC, ndo € transiente e nao € superdvel pela presenca da glucose (cf. o
NMP e o verapamil, dois supostos inibidores das vias glicoliticas). Uma vez mais, com
a comparagcdo de ambas as estirpes, verifica-se que este inibidor apresenta um efeito
mais significativo sobre o transporte de EtBr promovido pelo sistema AcrAB-TolC.

No que refere ao inibidor NMP, apresentado em (E) demonstra-se ser um
inibidor de efluxo menos eficiente, comparando o controlo “estirpe +glucose”, curva
azul, com a condicdo “estirpe+glucose+NMP”, curva verde, uma vez que nio se
verificam diferencas significativas entre eles. O mesmo se observou quando se recorreu
a comparacdo das duas estirpes entre si, ndo se verificou inibi¢do significativa na
extrusdo do EtBr. O resultado apresentado para este inibidor, é aparentemente
discordante com o obtido e anteriormente exposto para os resultados da determinagao
da CMI dos antibidticos e EtBr na presenca de inibidores de bombas de efluxo. Este
composto mostrou ter elevada capacidade na diminui¢do da CMI dos antibidticos
(Tabela 10). O que se justifica pelo facto deste composto ter uma actuacdo sinérgica
com os antibidticos que provavelmente apenas tem um efeito indirecto sobre a efluxo,
nao sendo por isso um bom inibidor de efluxo uma vez que este ndo serd o seu
mecanismo de ac¢do primordial.

Por tdltimo, o inibidor VP, em (F), apresentou um efeito inibitério de extrusao de
EtBr reduzido para o sistema AcrAB-TolC uma vez que, a ¥2 da CMI ndo promove a
acumulagdo nem inibe significativamente o efluxo em AG100 (cf. Figura 23 com Figura
29F). O mesmo ndo se verifica para a estirpe AG100A, onde o VP se mostra um
eficiente inibidor dos sistemas de efluxo que substituiram o sistema AcrAB-TolC em

AGIO00A.
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Dos cinco compostos testados, e apesar de todos terem demonstrado capacidade
de actuacdo como inibidores de efluxo pelo sistema AcrAB-TolC de E. coli por
despolarizacdo da membrana sem comprometer a viabilidade celular (excepto TZ na
auséncia de glucose), dois demonstraram um superior poder redutor do efluxo de EtBr
em tempo real, o CPZ e o NazVO,, com especial relevancia para o NazVO,. Este poder
inibitério foi mais evidente sobre o sistema AcrAB-TolC (mas ndo especifico) tendo
garantido altas taxas de retencdo de substrato em tempo real, ndo comprometendo a
viabilidade celular. Estes dois inibidores demonstraram ser excelentes candidatos para
adjuvantes de quimioterapia para inibi¢do de efluxo dos agentes antimicrobianos.

Tendo os resultados apresentados nos ensaios de acumulacdo e efluxo
demonstrado que o melhor inibidor € o Na3VQ,, decidiu-se quantificar e comparar a
capacidade de cada composto inibir o efluxo de EtBr num ensaio simultaneo, tendo-se
realizado um ensaio de efluxo onde a incubag¢do/acumulacio foi feita com o inibidor
mais eficiente (Na;VQ,), garantindo a maior retengdo de EtBr possivel, e o efluxo
inibido por cada um dos compostos testados (mais um controlo sem inibidor). Com base
neste ensaio diferenciaram-se os inibidores em funcdo da fluorescéncia final relativa
(RFF) determinados ao fim de 30 minutos de efluxo na presenca do inibidor (ver

Métodos e Métodos 2.1.6.3). Os resultados encontram-se apresentados na Figura 29.
AG100 AG100A
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—— Estirpe+Glucose+CPZ Estirpe+Glucose+NMP == Estirpe+Glucose+VP === Estirpe+Glucose =~ == Estirpe+Glucose+Na3VO4

Figura 30 — Representacio do ensaio de efluxo para as duas estirpes AG100 e AG100A. As células
foram incubadas com o melhor inibidor Na;VO, a Y2 da CMI e com concentrac¢do de EtBr (1mg/L-AG100
e 0,5 mg/L-AG100A). Os resultados foram normalizados por comparacio de todas as condi¢cdes em
relacdo a condi¢do minima de efluxo (estirpe + inibidor). Os ensaios foram realizados em triplicado.
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Tabela 11 — Valores obtidos de fluorescéncia final relativa para ambas as estirpes.

RFF
Estirpe
+ CPZ + Na;VO, + VP + CCCP +NMP
AG100 1,18 1,38 0,25 0,05 0,95
AG100A -0,08 0,74 1,44 0,18 0,02

RFF: fluorescéncia final relativa.

Os valores determinados de RFF demonstram que o NazVO4 ¢ o CPZ sdo os
inibidores de efluxo mais eficientes para o sistema AcrAB-TolC de E. coli, confirmando
os ensaios de acumulacdo e efluxo. Para os sistemas de efluxo que substituiram o
sistema AcrAB-TolC de E. coli em AG100A o inibidor mais eficiente do efluxo de EtBr
foi o VP o que confirma os resultados anteriormente obtidos para a reducao da CMI do

EtBr, comprovando o facto de ser um inibidor inespecifico (Tabela 10).

3.3 Estudo de competiciao entre substratos do sistema de efluxo AcrAB-TolC

Pelos resultados anteriores infere-se que os inibidores estudados actuam
inactivando a fonte de energia para o efluxo através do sistema AcrAB-TolC por
despolarizacdo da membrana de E. colii Um segundo objectivo desta tese €
compreender se este sistema de efluxo apresenta capacidade para reconhecer vdrias
moléculas que sejam estruturalmente diferentes, pois um dos grandes objectivos da
terapéutica clinica € a juncdo de adjuvantes terapéuticos com funcao de inibir o efluxo e
em simultdneo permitirem a retencdo do antimicrobiano no interior da célula para
atingir o seu alvo. Estudos realizados sugerem a existéncia de substratos, incluindo
antibidticos, corantes, detergentes, biocidas e alguns solventes que competem no efluxo
por um determinado local de ligacio em AcrAB, permitindo dessa forma o efluxo
preferencial de um substrato e retencdo do outro dos substratos, permitindo assim que o
segundo atinja o seu alvo antes de ser efluxado, contribuindo para a diminuicdo dos
fenémenos de MDR (Elkins, 2007). Para alcangar este objectivo realizaram-se estudos
de competicdo entre diferentes substratos do sistema AcrAB-TolC. Como modelo
celular experimental usou-se a estirpe padrao AG100 e os compostos utilizados no
estudo de competicao foram os antibidticos (tetracilina, ofloxacina e oxacilina), o EtBr

(substrato marcador da actividade do AcrAB-TolC) e os inibidores de efluxo (CPZ e
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Na3VQ,), anteriormente descritos como os mais eficientes. Utilizaram-se concentragdes
crescentes dos antibidticos, variando entre Y4 e 2 da CMI, o EtBr foi utilizado na
concentracdo 1 mg/L, para a estirpe AG100, e os inibidores de efluxo foram usados em
concentracdes fixas minimas que permitissem uma inibicao parcial do efluxo de EtBr
das células (*4 da CMI dos inibidores) de modo a poder avaliar-se se a presenca
simultanea de concentracdes varidveis de antibiticos promoviam a reten¢ao de EtBr.
Todos os ensaios foram realizados em condicdes optimas de efluxo para as células, na

presenca de glucose (0,4%).

3.3.1 Estudo da competicio entre os substratos na auséncia de inibidores de

efluxo

Comecou-se por tentar estudar o efeito dos antibidticos sobre a acumulacdo do
substrato EtBr, na auséncia de inibidores, com o intuito de avaliar o efeito competitivo

do antibidtico.
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Figura 31 — Grafico representativo da analise de competicao de EtBr entre diferentes concentracoes
de tetraciclina na auséncia de compostos inibidores de efluxo. Ensaio de acumulacdo com
concentragdes crescentes de tetraciclina, EtBr a 1mg/L, e glucose a 0,4%.

Apés a andlise dos graficos da Figura 31, verifica-se que o antibidtico nao
permite um aumento da acumulacdo de EtBr. E necessdria a utilizagdo de um inibidor
de efluxo de modo a se conseguir observar acumulacdo de EtBr no interior das células.

A concentragdo de EtBr seleccionada por si s6 ndo promove acumulagdo, e com a
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adicao de concentracdes crescentes do antibidtico, a acumulacido de EtBr permanece no
seu valor basal. Este ensaio foi realizado para as trés familias de antibidticos, por serem
antibiéticos com mecanismos de accdo diferentes, no entanto, os resultados obtidos

foram semelhantes, p.e., 0 antibidtico por si s6 ndo promove a acumulagdo de EtBr.

3.3.2 Estudo da competicio entre os substratos na presenca de inibidores de

efluxo

Tal como referido anteriormente, os inibidores seleccionados foram os que se
mostraram em ensaios anteriores com maior capacidade para inibir o efluxo da bomba
AcrAB-TolC, o CPZ e o Na;VO,. Estes foram usados na menor concentracdo possivel
de forma a promover reten¢do basal de EtBr, ¥2 da CMI para o CPZ e % da CMI para o

Na3VO,, determinados nos ensaios anteriores.

3.3.2.1 Estudo da competicio entre a tetraciclina e o substrato EtBr na

presenca de inibidores de efluxo
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Figura 32- Grafico representativo da analise de competicido de EtBr entre diferentes concentracoes
de tetraciclina na presenca de CPZ. Ensaio de acumulagdo para a estirpe AG100 na presenca de CPZ
(Y2 CMI); concentragdes sub-inibitdrias de tetraciclina ¥2 CMI e ¥4 CMI; EtBr a 1 mg/L e glucose a 0,4%.
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Pela andlise dos graficos apresentados na Figura 32 verifica-se que na estirpe
AG100, a presenca de tetraciclina promove uma maior retencao de EtBr na célula, o que
indica a existéncia de competi¢do entre a tetraciclina e o EtBr, este resultado estd de
acordo com o publicado em Cerca et al. (2011). Isto porque, na presenca de tetraciclina
menos espago € deixado livre para o efluxo das moléculas de EtBr, provocando uma

maior retencdo do mesmo nas células.

Presenca de NazVOy,

O Na3zVO, demonstrou anteriormente ser o inibidor com maior efeito inibitério.
Uma vez que para ¥2 da CMI de Na3;VO, a acumulagdo de EtBr era muito elevada, o que
dificultou a observacgdo do efeito competitivo do antibiético, o NazVOy, foi utilizado a Y4
da CMI, de forma a obter uma acumula¢do de EtBr basal que permita interpretar o

efeito da tetraciclina em competi¢ao com o EtBr.
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—&— Estirpe+Glucose+EtBr+Na3VO4+Tet(1/4CMI)

Figura 33- Grafico representativo da analise de competicao de EtBr entre diferentes concentracoes
de tetraciclina na presenca de Na;VQ,. Ensaio de acumulagdo para a estirpe AG100 na presenca de
Na;VO, (Y4 CMI); concentragdes sub-inibitérias de tetraciclina 2 CMI e ¥4 CMI; EtBr a 1 mg/L e glucose
a0,4%.

Com a andlise dos gréaficos apresentados na Figura 33 verificou-se que a estirpe
AG100, na presenca de tetraciclina permite uma maior retencdo de EtBr, indicando a

existéncia de competicdo entre a tetraciclina e o EtBr.
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3.3.2.2 Estudo da competicio entre a oxacilina e o substrato EtBr na

presenca de inibidores de efluxo

O ensaio foi realizado com os inibidores CPZ e Naz;VO4 a Y4 da CMI, com o
EtBr e a glucose nas condi¢des descritas anteriormente e oxacilina, que evidenciou
sinais de efluxo pelo sistema AcrAB-TolC (vide Tabela 7). As concentracdes
seleccionadas para a utiliza¢do da oxacilina foram ¥2 da CMI e %4 da CMI. Os resultados

encontram-se nos apresentados nas Figuras 34 e 35.
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Figura 34 - Grafico representativo da analise de competiciao de EtBr entre diferentes concentracoes
de oxacilina na presenca de CPZ. Ensaio de acumulacdo para a estirpe AG100 na presenca de CPZ (%
CMI); concentrac¢des sub-inibitérias de oxacilina ¥2 CMI e Y4 CMI; EtBr a Img/L e glucose a 0,4%.

Observando os graficos da Figura 34, verificou-se que para a estirpe AG100, a
adicdo de concentracdes de oxacilina ndo varia de forma significativa a retencdo de

EtBr, ndo evidenciando sinais de competi¢cao entre oxacilina e EtBr.
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Na presenca de NazVOy
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Figura 35 - Grafico representativo da analise de competiciao de EtBr entre diferentes concentracoes
de oxacilina na presenca de Na;VO,. Ensaio de acumula¢do para a estirpe AG100 na presenca de
Na;VO, (4 CMI); concentragdes sub-inibitdrias de oxacilina 2 CMI e %4 CMI; EtBr a 1mg/L e glucose a
0,4%.

Com a anélise dos gréaficos da Figura 35, verificou-se que para a estirpe AG100,
ndo se observam variagdes significativas na reten¢do de EtBr. Com estes resultados nao
€ possivel concluir se este antibidtico € substrato da bomba AcrAB-TolC, tal como se
poderia inferir dos resultados da diminuicdo da CMI da Oxacilina pela maioria dos
inibidores de efluxo estudados. Possivelmente, a diminui¢do verificada na CMI ¢é
exclusivamente devida a ac¢do sinérgica dos inibidores de efluxo com os antibiéticos [3-
lactamicos por via da diminui¢cdo da permeabilidade a quando da perda do potencial
proténico provocado pelos inibidores de efluxo. Assim, a perda de diminuicdo da
permeabilidade pelo desequilibrio electrostitico provocado pela despolarizacdo
permitird que mais moléculas de antibidtico B-lactamicos atinjam as “PBPs” e como tal,
promovam uma actividade antimicrobiana mais eficiente pela inibicdo da sintese do
peptidoglicano, tal como tem sido descrito na literatura (Cornaglia et al., 1995). Esta
questdo sé serd explicada quando se monitorizar o possivel efluxo de antibidticos -

lactamicos marcados com fluoréforos.
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3.3.2.3 Estudo da competicio entre a ofloxacina e o substrato EtBr na

presenca de inibidores de efluxo

O ensaio foi realizado com os inibidores CPZ e Naz;VO,4 a Y4 CMI, com o EtBr e
a glucose nas condicdes descritas anteriormente e ofloxacina. As concentragdes
seleccionadas para a ofloxacina foram %2 e %4 da CMI. Os resultados encontram-se nos

apresentados nas Figuras 36 e 37.
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Figura 36 - Grafico representativo da analise de competiciao de EtBr entre diferentes concentracoes
de ofloxacina na presenca de CPZ. Ensaio de acumulacéo para a estirpe AG100 na presenca de CPZ (Y4
CMI); concentragdes sub-inibitérias de ofloxacina 2 CMI e Y4 CMI; EtBr a 1mg/L e glucose a 0,4%.

Através da andlise dos graficos apresentados na Figura 36, para a estirpe AG100
observa-se uma alteragdo pouco significativa na retenciao de EtBr, quando se adicionam
moléculas de ofloxacina ao meio. Estes resultados ndo sdo suficientes para retirar

conclusdes sobre existéncia ou ndo de competicao.
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Na presenca de NazVOy
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Figura 37 - Grafico representativo da analise de competiciao de EtBr entre diferentes concentracoes
de ofloxacina na presenca de Naz;VQ,. Ensaio de acumulagdo para a estirpe AG100 na presenca de
NazVO, (¥4 CMI); concentracdes sub-inibitdrias de ofloxacina 2 CMI e Y4 CMI; EtBr a Img/L e glucose
2 0,4%.

Através da andlise dos graficos apresentados na Figura 37, para a estirpe AG100
ndo se observam alteracdes significativas na retencdo de EtBr, quando se adicionam

moléculas de ofloxacina.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho verificou-se qual a importancia da resisténcia mediada por efluxo
particularmente qual o papel do sistema AcrAB-TolC na susceptibilidade de E. coli aos

antibiéticos. De um modo geral podemos concluir:

- Os antibidticos estudados, tetraciclina, ofloxacina e oxacilina, sdo substratos do
sistema de efluxo AcrAB-TolC de E. coli;

- O EtBr é um substrato preferencial do sistema de efluxo AcrAB-TolC de E. coli;

- Todos os inibidores de efluxo seleccionados promoveram a diminuicdo dos
valores de CMI dos antibidticos e EtBr;

- As NMP sdo as mais eficientes na reducdo dos valores de CMI e o CCCP o
menos eficiente. Deste modo, obtemos o seguinte gradiente de eficiéncia para a
diminuicdo da CMI: NMP> Na;VO,> VP> TZ> CPZ> CCCP;

- O Na3VOy é o mais eficiente na inibi¢do do efluxo e as NMP as menos eficientes
obtendo-se o seguinte gradiente de eficiéncia para a inibi¢do directa do efluxo:
Na3;VO4> CPZ> CCCP> TZ> VP> NMP;

- A tetraciclina e o EtBr competem pelo mesmo local de ligagao do sistema de
efluxo AcrAB-TolC observado tanto na presenca do CPZ como do NazVOy4, 0 que prova
a importancia destes dois inibidores de efluxo sobre o sistema AcrAB-TolC e que essa

acumulac¢do de EtBr ndo € dependente da concentragao do antibidtico.

Para além disso, com este trabalho verificamos que os inibidores NMP e VP sédo
afectados pela fonte de carbono utilizada, a glucose. Para os restantes inibidores a
presenca ou auséncia de glucose nao influencia a acumulacdo de EtBr no interior da
célula. Este resultado permitiu-nos dividir os inibidores em dois grupos: (i) dependentes
da accdo da glucose — NMP e VP, e (ii) independentes da ac¢do da glucose — CCCP,
CPZ, Na3VO,. Estes resultados parecem evidenciar que as NMP e VP actuam por
inibicdo das vias glicoliticas enquanto o CCCP, CPZ e o Na3;VO, parecem actuar por
inibicdo directa das ATPases do gradiente proténico membranar. A TZ necessita de

estudos mais aprofundados devido ao efeito exercido sobre a viabilidade celular.
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Relativamente ao efeito dos inibidores no potencial de membrana concluimos
que todos os inibidores provocam despolarizagdio da membrana com quebra do
potencial ao fim de 30 minutos de exposi¢do e que € esta despolarizacdo que leva a
acumulagdo de EtBr no interior da célula. Infelizmente, ndo foi possivel apresentar os
resultados definitivos para o efeito do NMP sobre o potencial de membrana e
viabilidade celular porque os resultados ndo foram validados a tempo util para a
inclusao neste manuscrito, com vista a esclarecer a razao pelo qual este composto € tao
eficiente a diminuir a CMI dos antibiéticos e tdo pouco eficiente como inibidor do

efluxo em tempo real de EtBr (trabalho em curso).

Contudo, os resultados globais ja obtidos levam-nos a concluir que o modelo
inicial para a actividade/mecanismo de acc¢ao do inibidor de efluxo (Figura 14) ndo esté
correcto, uma vez que se demonstrou neste trabalho que os inibidores de efluxo testados
actuam no bloqueio do gradiente proténico necessdrio para o efluxo (ressalva para o
NMP ainda em curso), e ndo pelo bloqueio directo do canal TolC, como anteriormente
postulado. Deste modo, propomos o seguinte modelo revisto a luz dos resultados

obtidos durante esta dissertacao para os inibidores CPZ, TZ, CCCP, VP e NazVOq

A)

Blogueio do gradiente proténico ‘

RiAFIILE:
R T !
Cioplarin
Equilihrio == EtBr enirada = EiBr saida Acumulacio de EiBr

O inihidorblogueia o transporie de EtBr

Figura 37 - Representacio esquematica da entrada e saida de EtBr em E. coli. (A) Estado de
equilibro: na presenca da bomba AcrAB-TolC a entrada de EtBr é semelhante a saida de EtBr. (B)
Presenca do IE bloqueia o gradiente proténico inibindo a saida de EtBr aumentado a sua concentragdo

intracelular: a taxa de entrada é superior a taxa de saida de EtBr.
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S. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho demonstrou qual o papel dos inibidores de efluxo sobre a
actividade energética da bomba AcrAB-TolC. No entanto, e apesar da importante
contribuicao que os resultados trouxeram para o estudo dos mecanismos de ac¢do dos

inibidores de efluxo, contam-se ainda alguns aspectos a explorar no futuro.

Entre eles, inclui-se a determina¢do do potencial Zeta, para identificacdo da
carga electroquimica presente na membrana celular na presenca e auséncia dos

inibidores estudados.

Poder-se-4 também optimizar técnicas para o estudo de competicao
antibiético/EtBr, de modo a que se possa marcar o antibiético, ou com radioactividade
ou com outros fluoréforos, para melhor medir a concentragdo de antibidtico que fica

retido na célula.

Também, o estudo de outras fontes de carbono de modo a aprofundar os
possiveis mecanismos de ac¢do de cada inibidor em estudo, particularmente, a sua
dependéncia/independéncia da acc¢io da fonte de carbono, bem como a influéncia desta

sobre a susceptibilidade de E. coli aos antimicrobianos.

Por dltimo, para melhor avaliar o desempenho do inibidor sobre a bomba de
efluxo, poder-se-ia realizar estudos de cristalografia, de modo a identificar as estruturas

e o local de ligacdo ou extrusdo de cada substrato.
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