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Resumo

As bombas de efluxo do tipo AcrAB-TolC sdo as que mais contribuem para a
resisténcia aos antimicrobianos em Escherichia coli dada a grande variedade de
substratos que conseguem efluxar. Existem varios métodos fluorométricos que
permitem avaliar a atividade de bombas de efluxo, no entanto, nenhum consegue avaliar
a possivel existéncia de competicdo entre substratos.

Assim, neste trabalho pretendemos otimizar um método de avaliacdo da competicdo
entre substratos de bombas de efluxo do tipo AcrAB-TolC de E. coli. Para tal, usdmos o
corante lipofilico vermelho do Nilo como fluoréforo/competidor, o condutor energético
carbonil cyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP) para desenergizar as células
bacterianas e a glucose como fornecedor de energia. Foram testados como possiveis
competidores varios compostos conhecidos por serem substratos desta bomba de efluxo,
assim como conhecidos inibidores das mesmas como a clorpromazina (CPZ) e phe-arg-
B-naphthylamide (PABN). A avaliacdo de competi¢do de substratos foi realizada em
nove estirpes de E. coli: trés estirpes isogénicas que diferem entre si no sistema de
efluxo AcrAB-TolC (AG100, que tem este sistema intacto e funcional; AG100A, com
este sistema inativado; e AG100ter com este sistema sobreexpresso); a estirpe de
referéncia ATCC25922; e cinco estirpes clinicas com diferentes genotipos e fendtipos,
provenientes de pacientes com infecdo no trato urinério e recolhidas em trés hospitais da
regido de Lisboa. Todos os compostos foram testados em quatro concentracdes
diferentes baseadas na sua concentracdo minima inibitéria (CMI) para cada estirpe, e
esta foi determinada pelo método de microdiluicdo seriada em placas de 96 pocgos
usando o meio Mueller-Hinton.

Quando um composto é capaz de interferir na acumulacdo de vermelho do Nilo,
apresenta um nivel de competicdo para a bomba de fluxo, assim, podemos por como
hipoteses: (i) se a acumulacdo de vermelho do Nilo produzida for a mesma que a do
substrato, entdo, provavelmente, estdo a ser efluxados por diferentes bombas de efluxo;
(ii) se os niveis de acumulacdo de vermelho do Nilo forem aumentados na presenca de
determinado substrato, provavelmente estdo a competir pelo mesmo local de ligacdo na
bomba; (iii) se os niveis de efluxo de vermelho do Nilo aumentarem, o substrato estara
ligado noutro local na bomba, havendo a preferéncia para efluxar vermelho do Nilo.

Com este trabalho podemos concluir que o CCCP promove a acumulagdo de vermelho
do Nilo e dos restantes compostos por inibicdo da forca motriz protdnica; a glucose
reenergiza as células promovendo assim a ativagdo das bombas de efluxo; todos os
compostos tiveram algum efeito (aumento ou diminui¢cdo do efluxo de vermelho do
Nilo) dependendo da sua concentracéo e da estirpe em teste; vermelho do Nilo pode ser
usado como fluoréforo na avaliacdo de competigdo de substratos de bombas de efluxo
em E. coli; e o método utilizado consegue avaliar a competicdo entre substratos de
bombas de efluxo. Este trabalho tem implicagcdes no estudo e caracterizagcdo de bombas
de efluxo, em geral, bem como na descoberta de novos antimicrobianos.

Palavras-chave: AcrAB-TolC; Bombas de efluxo; Competicdo de substratos;
Escherichia coli; Resisténcia aos antimicrobianos; vermelho do Nilo



Abstract

The AcrAB-TolC efflux pump complex acts as the major contributor to the multidrug
resistance in Escherichia coli given the variety of substrates that can export. There are
several fluorometric methods that allow the study of its activity, however, none can
assess the possible existence of competition between substrates.

Therefore, in this work we intend to optimize a competition assay for the evaluation of
competition between E. coli AcrAB-TolC efflux pump substrates. For this, we used the
lipophilic Nile red dye as a fluorophore/competitor, the energy conductor cyanide-m-
chlorophenylhydrazone (CCCP) to deenergize the bacterial cells and glucose as the
energy source. Several compounds known to be substrates of this efflux pump were
tested as possible competitors, as well as known inhibitors such as chlorpromazine
(CPZ) and phe-arg-p-naphthylamide (PAPN). The evaluation of substrate competition
was performed in nine E. coli strains: three isogenic strains that differ from each other
in the AcrAB-TolC efflux system (AG100, which has this system intact and functional;
AG100A, whit this system inactivated; and AG100ter, with this system over-
expressed); the reference strain ATCC 25922 and five clinical strains with different
genotypes and phenotypes, originating form patients with urinary tract infections and
collected in three hospitals in the Lisbon area. All compounds were tested at four
different concentrations based on their minimum inhibitory concentration (MIC) for
each strain, and this was determined by serial microdilution method in 96-well plates
using Mueller-Hinton medium.

When a compound is capable of interfering with the accumulation of Nile red, it
presents a level of competition for the efflux pump, thus, we can assume as hypotheses:
(i) if the Nile red accumulation produced is the same as that of the substrate, then
probably are being effluxed by different efflux pumps; (ii) if Nile red accumulation
levels are increased in the presence of a certain substrate, they are likely competing for
the same binding site in the pump; (iii) if Nile red efflux levels increase, the substrate
will be bound elsewhere in the pump, with a preference for Nile red efflux.

With this work we can conclude that CCCP promotes the accumulation of Nile red and
the other compounds by inhibition of the proton motive force; glucose reenergizes cells
thus promoting activation of efflux pumps; all compounds had some effect (increase or
decrease in Nile red efflux) depending on their concentration and the tested strain; Nile
red can be used as a fluorophore in the evaluation of substrate competition from efflux
pumps in E. coli; and the method used is able to evaluate the competition between
substrates of efflux pumps. This work has implications for the study and
characterization of efflux pumps, in general, as well as for the discovery of new
antimicrobials.

Keywords: AcrAB-TolC; Antimicrobial resistance; Efflux pumps; Escherichia coli;
Nile red; Substrate competition
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Introducdo

1. Introducéo

1.1 Antimicrobianos e seus mecanismos de acao

Antimicrobianos sdo quimicos, de origem natural ou sintética, com capacidade
de matar, ou inibir o crescimento de microorganismos sejam eles bactérias, fungos,
virus ou parasitas (WHO, 2021; Purssell, 2019).

Os antibioticos sdo os principais compostos usados no tratamento de infecGes
bacterianas, sendo que as fontes naturais da descoberta de antibioticos sao
essencialmente fungos e bactérias. Por outro lado, também podem ter origem sintética
ou semi-sintética, o que significa que apesar de terem uma base natural, foram

posteriormente alterados (Purssell, 2019; Hutchings et al., 2019).

Para serem ativos, 0s antibidticos tém de penetrar nas células dos agentes
infeciosos e atuar nos processos dinamicos do metabolismo de todas as células, quer do
microrganismo, quer do hospedeiro. Assim, esta terapia tem de ser feita sem causar
qualquer dano ao hospedeiro, ao que se da o nome de toxicidade seletiva, sendo o alvo
da terapia as estruturas ou processos metabolicos diferentes ou ausentes no hospedeiro
(Purssell, 2019). Existem diferentes classes de antibi6ticos, representadas no esquema

da Figura 1, que sdo diferentes no seu mecanismo de acao e alvos celulares:

i. A classe dos B-lactamicos engloba 4 grupos de antibidticos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemos e monobactamos. Todos eles ttm em comum um
anel B-lactdmico sendo que o resto da estrutura da molécula e o seu espetro de
acdo é que difere entre grupos. Tém como alvo as “Penicillin Binding Proteins”
(PBPs), interferindo na sintese do peptidoglicano e provocando assim uma
instabilidade osmética levando a morte celular (Zhanel et al.,2007; Papp-
Wallace et al., 2011; Freischem et al., 2021);

ii.  Os glicopéptidos, tal como os anteriores, atuam ao nivel da sintese da parede
celular. No entanto, estes ligam-se aos precursores da parede celular,
interferindo com a capacidade das PBPs incorporarem precursores na parede em
crescimento, o que leva a interrupcdo da sua sintese. Um exemplo de

antibioticos deste grupo é a VVancomicina, mas esta é ineficaz contra bactérias
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Gram-negativas pois ndo consegue penetrar a sua membrana exterior para atingir

0s precursores de parede celular (Binda et al., 2014);

As quinolonas e as rifampicinas sdo duas classes que atuam inibindo a sintese de
acidos nucleicos. As primeiras ligam-se e inibem as topoisomerases do DNA.
Existem varios grupos, um dos quais sdo as fluorquinolonas que tém na sua
constituicdo um atomo de fluor ligado ao acido nalidixico que, dependendo da
sua posicdo, da origem a diferentes antibidticos deste grupo (Minarini e Darini,
2012). Ja as rifampicinas atuam ao nivel da RNA polimerase impedindo o inicio

do processo de transcrigdo do DNA (Kobylka et al., 2019);

Outro alvo de antibi6ticos € a inibicdo da sintese proteica, o qual é dividido em 2
grandes grupos: 0s que atuam ao nivel da subunidade 30S e os que atuam ao
nivel da subunidade 50S do ribossoma. Dos primeiros fazem parte o0s
aminoglicosideos, que se ligam a proteinas especificas da subunidade 30S
provocando leituras incorretas do mRNA, e as tetraciclinas, que pela ligacdo a
subunidade 30S do ribossoma bloqueiam a ligacdo do complexo tRNA-
aminoéacido ao mesmo (Markley e Wencewicz, 2018). Dos que inibem a sintese
proteica ao nivel da subunidade 50S fazem parte os macrolidos, lincosamidas e
estreptograminas que sao grupos quimicamente diferentes, mas que impedem a
translocacdo do ribossoma; o cloranfenicol, que atua impedindo a agdo da
transpeptidase; e as oxazolidinonas, que inibem o passo de iniciacdo da sintese

proteica impedindo a formacdo do complexo ribossomal (Kobylka et al., 2019);

Outro grupo é os que atuam ao nivel da membrana: as polimixinas conseguem
interagir com os fosfolipidos na membrana perturbando a integridade celular e
levando a lise da célula e sdo muito ativas contra bactérias Gram-negativas. Os
lipopéptidos tém uma estrutura semelhante a anterior, mas sdo direcionados

sobretudo para bactérias Gram-positivas (Kobylka et al., 2019);

Por fim, existem também antibioticos que atuam no metabolismo do acido folico
do qual fazem parte as sulfonamidas, que atuam em diferentes passos da sintese
de &cidos folicos, e o trimetoprim, que atua na mesma via, mas por inibi¢do da

enzima dehidrofolato redutase (Kobylka et al., 2019).
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Cycloserine Quinolnnes{Na“d‘x'C acid Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins

Bacitracin Novobiocin
Protein synthesis
(50S inhibitors)

Penicillins
Erythromycin (macrolides)

Cephalosporins
Monobactams

Chlcramphemco\
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- Protein synthesis
Rlbosomes (30S inhibitors)
DHF
o 7 ~‘ Tetracyclines

30 Spectinomycin
Streptomycin

Actinomycin

Trimethoprim —_—
Sutfonamides -

Gentamicin

Cytoplasmic membrane Kanamycin
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" Amikacin
Polymyxins < = Nitrofurans
Daptomycin
Platensimycin

PABA Cytoplasmic  Cell wall

membrane Mupirocin

Puromycin

Figura 1 Esquema representativo dos diferentes alvos celulares dos antibi6ticos (retirado de Madigan et al., 2012).
Legenda: PABA, do inglés “p-aminobenzoic acid”’; DHF, do inglés “dehydrofolate”; THF, do inglés
“tetrahidrofolate”; mRNA, RNA mensageiro.

Os antibi6ticos podem ter relagGes antagonicas ou sinérgicas com outros agentes
quimioterapéuticos. Recentemente, a investigacdo de novas terapéuticas contra infeces
bacterianas tem envolvido também a exploracdo destas relacGes antagdnicas/sinérgicas

de outros agentes com os antibidticos (Coelho et al., 2015; Deusenbery et al., 2021).

1.2 Mecanismos de resisténcia aos antibioticos

As bactérias tém a potencialidade de desenvolver resisténcia a todo e qualquer
antibidtico, antigo ou novo, por consequéncia da pressdo seletiva exercida pelos
préprios antibidticos e que podem ser codificadas em plasmideos transferiveis entre si.
(Murray et al., 2016; Machado et al., 2017; Paitan, 2018). Por outro lado, também o uso
alargado e, por vezes, indiscriminado de antibiéticos tanto em medicina humana como
em medicina veterinaria ou na agricultura, tem conduzido ao aparecimento de
fenomenos de multirresisténcia (MDR), ou seja, a resisténcia a trés ou mais classes de
antibidticos diferentes entre si (Bélanger et al., 2011; Lowy, 2003; Paitan, 2018). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), atualmente, a resisténcia a

antimicrobianos (AMR) é uma das top 10 ameagcas a saude publica (WHO, 2021).

Esta resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca, ou
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inata, ocorre quando um microorganismo € naturalmente resistente e surge como

consequéncia de processos adaptativos ao longo do tempo sem que seja necessaria a

aquisicdo de informacdo genética externa. Por outro lado, a resisténcia adquirida,

implica alteragdes no genoma celular que consequentemente alteram o seu fenétipo, por

exemplo, quando uma bactéria consegue crescer em concentragdes de um antibidtico as

quais era originalmente sensivel (Viveiros et al., 2005; Zechini e Versace, 2008).

Como anteriormente explicado, os antibidticos interagem de diferentes formas

com o microrganismo, assim, de igual forma, pode haver diferentes mecanismos

associados a estas resisténcias, e também associados entre si, e estes podem ser

classificados de varias formas tendo em conta o(s) mecanismo(s) bioquimicos (Zhang et
al., 2018):

Pode ocorrer modificacdo do antibidtico por degradacdo do mesmo ou por
alteragbes quimicas/enzimaticas — o exemplo de degradacdo do antibi6tico mais
comum ¢ a produgdo de B-lactamases que provoca a hidrdlise do anel B-
lactdmico presente nas penicilinas. A alteracdo enzimatica pode ocorrer, por
exemplo, no antibiético cloranfenicol por acdo da enzima cloranfenicol

acetiltransferase (Kumar, 2012);

Prevencdo da interacdo antibidtico-alvo pela permeabilidade reduzida ou o
efluxo do antibi6tico — as porinas presentes na membrana externa podem estar
alteradas e consequentemente ndo deixar entrar certas moléculas na célula.
Também os sistemas de efluxo podem contribuir para fendtipos de resisténcia,
expulsando os antibiéticos que ja entraram na célula (Viveiros et al., 2007;
Kumar, 2012);

Modificagéo do alvo, por protecdo ou alteragdo do mesmo - podem ocorrer, por
exemplo, alteragdes nas PBPs, alvo dos B-lactdmicos, prevenindo a ligacdo do
antibidtico, ou alteragbes no RNA ribossomal, alvo dos macrolidos, que

previnem que os antibidticos interfiram na sua fungédo (Kumar, 2012).

Tendo em conta que o foco do trabalho desta dissertacdo é o sistema de efluxo

AcrAB-TolC, passarei a abordar apenas este mecanismo de resisténcia bacteriano.
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1.2.1 Resisténcia mediada por efluxo

As bombas de efluxo séo sistemas proteicos presentes nas membranas celulares
bacterianas com diferentes funcdes para a homeostasia celular como a manutencéo do
pH citoplasmatico e a destoxificacdo celular por extrusdo para o espaco extracelular de
compostos que lhes sdo toxicos (Martins et al., 2013; Blair e Piddock, 2016). Estes
compostos podem ser metabolitos secundarios produzidos pela prépria célula ou
compostos antimicrobianos como antibioticos e biocidas, e, quando sobreexpressos,
podem contribuir de forma significativa para a resisténcia a varias classes de
antimicrobianos, outros agentes terapéuticos ndo antibi6ticos, antisséticos, biocidas e
desinfetantes, podendo ser o mecanismo mais eficaz de resposta a pressdes seletivas
(Zechini e Versace, 2008; Costa et al., 2013; Laudy et al., 2015; Du et al., 2018;
Maillard, 2018; Teelucksingh et al., 2020). Por outro lado, também h& estudos que
apontam um papel das bombas de efluxo na formacdo de biofilmes, na comunicacao
célula-célula (quorum sensing), patogenicidade e viruléncia (Martins et al., 2011; Blair
e Piddock, 2016; Hernando-Amado et al., 2016; Alav et al., 2020; Teelucksingh et al.,
2020).

Estes sistemas encontram-se divididos em 5 familias principais e bem estudadas:
“ATP-Binding cassette” (ABC), “Major Facilitator Superfamily” (MFS), “Resistance-
Nodulation-Cell division” (RND), “Small Multidrug Resistance” (SMR) e “Multidrug
and Toxic Compound Extrusion” (MATE). Estas encontram-se descritas na Tabela 1 e

representadas na Figura 2, e podem ser classificadas segundo:

i. asua fonte de energia - como transportadores primarios (TP), quando utilizam
diretamente a hidrolise de ATP, ou secundarios (TS), quando utilizam o

gradiente de H* (forga motriz proténica (FMP)) ou de Na™;
ii.  asuaestrutura,;

iii. e especificidade de substratos, sendo que umas podem reconhecer uma grande
variedade de substratos, podendo estar associadas a fenotipos MDR, enquanto

outras apenas efluxam substratos especificos (Sun et al., 2014; Du et al., 2018).

Nos ultimos anos foram descobertas mais duas familias de sistemas de efluxo,
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também representadas na Figura 2: “Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux”

(PACE) ¢ a “p-aminobenzoyl-glutamate transporter” (AbgT), sendo que ambas parecem

ser formadas por um unico componente localizado na membrana interna da parede

celular e utilizar a forca motriz proténica como fonte de energia (Delmar e Yu, 2016;

Teelucksingh et al., 2020; Kornelsen e Kumar, 2021).

Tabela 1 Resumo das caracteristicas principais e exemplos das diferentes familias de sistemas de efluxo.

. Fonte o Especificidade de o
Familia* » Caracteristicas Exemplos Referéncias
energética substratos (geral)
EfrCD,
Principal mecanismo de LmrCD,
ABC TP efluxo em eucariotas; pode Né&o especifico BmrCD,
ser um sistema tripartido MacAB,
TmrAB
, . EmrAB,
Formados por uma Unica
) FarAB,
proteina de membrana;
L . SetB,
estdo divididos em dois - Bremner, 2007;
MFS . Né&o especifico EmrKY, .
grupos: os que tém 12 Sor MfA Nishino et al.,
sr, , .
TMDs e os que tém 14 MG 2009; Bhardwaj
TMDs ' e Mohanty,
MdtH, Ber 2012:
. L AcrAB,
Sistema tripartido; Hernando-
MexAB,
abundante em Gram- MAABC Amado et al.,
RND negativas; a saida de Néo especifico ' | 2016; Kobylka
o AcrD, .
compostos é feita por um etal., 2019;
TS AcrEF,
canal transmembranar MAtER Pasqua et al.,
t 2019;
Teelucksingh et
Sistema pequeno com 4 Smr, EmrE,
SMR ped N&o especifico al., 2020
TMDs SugE, MdtlJ
Dividida em trés
subfamilias dependendo da
sua estrutura: DinF, NorM e . YdhE,
MATE - . Né&o especifico
subfamilias eucariotas; MdtK

também obtém energia a

partir do gradiente de Na*

Legenda: ABC, “ATP-Binding cassette”; MFS, “Major Facilitator Superfamily”; RND, “Resistance-
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Nodulation-Cell division”; SMR, “Small Multidrug Resistance”; MATE, “Multidrug and Toxic
Compound Extrusion”; TP, transportadores primarios; TS, transportadores secundarios; TMD, dominios
transmembranares.

*ndo estdo mencionadas as familias PACE e AbgT dada a pouca informag&o atualmente disponivel

PG OM

RND ABC MF SMR MATE AbgT PACE

Figura 2 Esquema representativo das diferentes familias de sistemas de efluxo presentes nas membranas das células
bacterianas (adaptado de Teelucksingh et al., 2020). Representadas no esquema estéio as familias: “Small Multidrug
Resistance” (SMR), “Major Facilitator Superfamily” (MF ou MFS), “Multidrug and Toxic Compound Extrusion
(MATE), “ATP-Binding cassette” (ABC), “Resistance-Nodulation-Cell division” (RND), “p-aminobenzoyl-
glutamate transporter” (AbgT) e “Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux” (PACE). Esta tltima encontra-se
representada na figura como uma estrutura indefinida, pois até a data do artigo, ndo tinham sido encontradas

Aa

estruturas de proteinas desta familia. Legenda: IM, do inglés “inner membrane”; PG, do inglés “peptidoglycan”; OM,

A ¢

do inglés “outer membrane”.

Existem compostos, denominados de inibidores de efluxo, cujo potencial
terapéutico é a inibicdo da atividade das bombas de efluxo por varios mecanismos: (i)
inibicdo da fonte de energia da bomba; (ii) alteracdo da regulacdo da expressdo da
propria bomba; (iii) bloqueio do canal transmembranar (p.e. TolC); (iv) inibicéo
competitiva ou ndo competitiva por outras moléculas ndo-antibiéticas na afinidade de
determinados locais na bomba; (v) alteracdo da estrutura quimica do préprio
antibidtico de modo a reduzir a sua afinidade com a bomba; (vi) ou inibicdo da
funcionalidade dos véarios componentes dos sistemas de efluxo (Pages e Amaral,
2009).

Exemplos destes compostos, que foram também utilizados no presente

trabalho, sdao o “carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone” (CCCP), um
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desacoplador energético que interfere com os niveis de energia membranares, levando
péptido-mimético, muito utilizado em ensaios de avaliacdo da atividade de efluxo,
sendo considerado um inibidor de efluxo de largo espetro; e a clorpromazina (CPZ),
que potencia a atividade de diversos antibioticos e promove a acumulagdo de
substratos de AcrB (Grimsey et al., 2020, Amaral et al., 2007). No entanto, por
consequéncia da sua citotoxicidade, este tipo de compostos nao foi ainda aprovado
clinicamente para o combate de infecdes provocadas por isolados MDR (Hernando-
Amado et al., 2016; Machado et al., 2017).

1.2.1.1 AcrAB-TolC

O sistema de efluxo AcrAB-TolC, representado na parte (b) do esquema da
Figura 3, é o maior contribuidor para o fenotipo de resisténcia aos antibiéticos em
Escherichia coli, sendo, por isso, o sistema mais estudado e caracterizado (Bohnert et
al., 2010). Faz parte da familia RND e é capaz de efluxar compostos com diferentes
caracteristicas e estruturas (Takatsuka et al., 2010; Bohnert et al., 2016). Como outros
desta familia, € um sistema tripartido, composto por uma proteina transportadora
presente na membrana interna (AcrB), uma proteina de fusdo situada no periplasma
(AcrA) e um canal proteico transmembranar que facilita a passagem direta dos
substratos pelas duas membranas e pelo periplasma (TolC) (Koronakis et al., 2000;
Elkins e Mullis, 2007; Viveiros et al., 2008; Hernando-Amado et al., 2016).

Este € um sistema de efluxo dependente da energia obtida através da forca
motriz protdnica. Murakami et al. (2006) propds que o transporte em AcrB, um
homotrimero, era feito por um mecanismo rotativo funcional de 3 passos, representado

na parte (a) do esquema da Figura 3:

i.  No estado de acesso (“access”) 0 vestibulo do local de ligagcdo é aberto para o
periplasma, mas o local de ligacdo ainda é pequeno. Neste ponto, potenciais
substratos tém de entrar no vestibulo, sendo que este € um local de ligacdo

maultiplo onde os substratos se podem ligar em diferentes regifes;
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ii. No estado de ligacdo (“binding”), 0 vestibulo é mantido aberto e o local de
ligacdo é expandido para acomodar o substrato. Nesta fase, a saida do local de

ligacdo € bloqueada;

iii.  Por fim, no estado de extruséo (“extrusion”) o vestibulo é fechado e a saida do
potencial substrato é feita pelo encolhimento do local de ligacdo, forgando assim
0 substrato a sair em direcdo ao canal transmembranar (Murakami et al., 2006;
Hernando-Amado et al., 2016).

Desta forma, pode-se afirmar que a proteina membranar AcrB serd a principal
responsavel pela especificidade de substratos e que a principal rota de efluxo dos
substratos, é feita através de uma série de canais no periplasma, seguido de alteragdes
conformacionais em AcrB, saindo, posteriormente, pelo canal transmembranar TolC
(Elkins e Mullis, 2007; Muramaki et al., 2006; Bohnert et al., 2010; Nikaido, 2011). Por
outro lado, Marshall e Bavro (2020) identificaram fenotipos especificos para
antibioticos associados a novas mutac@es no canal TolC sugerindo que a especificidade

dos substratos podera também ser influenciada por este canal.

Mediurm

Quter
membeane

Pariplasm

Acrh L Acrh

Cytoplasm

Figura 3 (a) representacio esquematica do processo de acesso (“access”), ligacdo (“binding”) e extrusdo
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(“extrusion”) de substratos pelo sistema de efluxo AcrAB-TolC; (b) esquema representativo do sistema de efluxo
AcrAB-TolC presente numa célula bacteriana (retirado de Muramaki et al., 2006).

1.2.1.2 Detecao e avaliacao da atividade de efluxo em bactérias

O estudo dos sistemas de efluxo é essencial para compreendermos a sua
contribuicdo para o0 aumento de resisténcias aos antibioticos e consequente
disseminacdo de isolados clinicos MDR; a sua associacdo a outros mecanismos de
resisténcia bacteriana; e, também, validar possiveis terapéuticas como a utilizacao
conjunta de inibidores de efluxo com antibiéticos (Pages e Amaral, 2009; Blair e
Piddock, 2016; Hernando-Amado et al., 2016).

Quando se pretende estudar a atividade de efluxo, podemos recorrer a variados
métodos como a fluorimetria, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
ionizacao/dessorcao a laser assistida por matriz acoplada a espectrometria de massa por
tempo de voo (MALDI-TOF MS) ou ensaios de suscetibilidade como a determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) dos substratos com e sem inibidores de efluxo e
posterior comparacgéo entre estirpes selvagem e mutadas (Rodrigues et al., 2012; Lu et
al., 2020; Bohnert et al., 2010; Blair e Piddock, 2016).

A determinacdo da CMI na presenca e auséncia de inibidores de efluxo é um
método indireto e apenas altas variacdes no efluxo podem ser detetadas desta forma
quando comparados os isolados (Blair e Piddock, 2016). Por outro lado, este método
permite quantificar o efeito dos inibidores de efluxo na CMI dos substratos de bombas
de efluxo, ou seja, permite calcular a reducao do valor da CMI determinando o fator de
modulacdo, sendo que este é proporcional & capacidade inibitdria do inibidor de efluxo
(Coelho et al., 2015).

O método “Cartwheel” e 0s ensaios fluorométricos em tempo real sdo exemplos
da afericdo direta da atividade de efluxo. O primeiro possibilita a detegcdo, em placa de
agar, da atividade de efluxo aumentada de isolados MDR através da detecdo de
diferentes concentracdes de Brometo de Etidio (EtBr), um conhecido substrato de
bombas de efluxo, por fluorescéncia (Martins et al., 2011). Este € um método rapido e

foi desenvolvido na Unidade de Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e

10



Introducdo

Medicina Tropical. Cada placa de agar inclui uma concentragéo diferente de EtBr, duas
estirpes de referéncia e o(s) isolado(s) clinico(s) em estudo, sendo que quando os
isolados sdo expostos a luz ultravioleta, a sua fluorescéncia é detetada. Uma
concentracdo baixa capaz de emitir fluorescéncia, representa uma menor atividade de
efluxo em comparacdo com os isolados cuja fluorescéncia s6 € detetada em

concentracdes de EtBr mais elevadas (Martins et al., 2011).

Os métodos fluorométricos tém sido os métodos de eleicdo na detecdo e
quantificacdo de transporte de substratos através da parede celular bacteriana, usando
moléculas fluorescentes, como o EtBr ou o vermelho do Nilo que sdo também
substratos de bombas de efluxo. O método fluorométrico semi-automatico permite
analisar a entrada e extrusdo de EtBr em tempo real através da utilizacdo do
termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000™ (Corbett Research, Sydnery,
Australia), tendo este método sido também desenvolvido e implementado na Unidade de
Microbiologia Molecular do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (Viveiros et al.,
2008). Para a sua realizacdo sdo necessarias varias fases para cada isolado em estudo: (i)
primeiramente faz-se a determinacdo da concentracdo de equilibrio do EtBr, na qual o
isolado apresenta um equilibrio no influxo e efluxo deste fluorocromo; e (ii) a definicdo
das concentracgdes de EtBr e inibidor de efluxo a testar de modo que estas ndo afetem a
viabilidade celular (Machado et al., 2017). No ensaio de acumulacdo, € observada a
capacidade de a célula acumular EtBr na presenca e auséncia de um inibidor de efluxo.
Assim, na auséncia do inibidor, quanto maior for a acumulacdo, menor sera a sua
capacidade de efluxo. Por outro lado, a presenca de um inibidor de efluxo resultara
numa maior acumulacao intracelular de EtBr, consequente da sua acéo. A capacidade da
acdo do inibidor de efluxo pode, entdo, ser determinada por estes dois valores de
fluorescéncia. Os ensaios de efluxo permitem, por outro lado, quantificar a atividade de
efluxo por comparacédo dos valores de fluorescéncia obtidos em condi¢Ges que permitem
o efluxo, ou seja, na auséncia do inibidor de efluxo e na presenca de glucose, e 0s

valores obtidos em condicGes que ndo permitem o efluxo (Machado et al., 2017).

Os ensaios de efluxo por fluorometria sdo também Uteis no estudo da
competicdo de substratos. Neste caso, tem sido pratica comum usar células pré-

carregadas com um determinado substrato fluorescente na presenca de um inibidor de

11
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efluxo. Desta forma ocorre uma acumulagdo méxima do substrato em estudo devido a
inibicdo da atividade das bombas de efluxo sendo de seguida reenergizadas pela adigéo
de glucose, que permite que o efluxo recomece e cuja fluorescéncia pode ser medida ao
longo do tempo. Esta alteracdo de fluorescéncia, consequente da taxa de efluxo, pode
ser comparada entre estirpes “selvagem” e mutantes e, quando o fluorocromo ¢
combinado com um outro substrato ou inibidor de efluxo, pode ser estudada e avaliada a
competicdo pelo efluxo (Blair e Piddock, 2016). Este tipo de estudos permite, por isso,
estudar a cinética do efluxo dos substratos e, quando complementada com outros
métodos, permite perceber também quais serdo os locais de ligacdo previsiveis dos
diferentes compostos na bomba.

Takatsuka et al. (2010) percebeu atraves de estudos computacionais que ha,
presumivelmente, dois tipos de locais no protomero de ligacdo de AcrB, onde os
substratos se ligam: ou numa estreita ranhura do local de ligagdo (substratos
denominados de “groove-binders”) ou numa zona mais interior no local de ligacdo
(substratos denominados de “cave-binders”) estando estes em locais opostos. Neste
mesmo estudo, concluiram que os substratos “groove-binders” eram presumivelmente

competidores, ao contrario dos substratos “cave-binders” (Takatsuka et al., 2010).

Como ja foi referido, os ensaios fluorométricos usam moléculas fluorescentes,
como o EtBr, vermelho do Nilo, entre outros, que sdo também elas substratos de

bombas de efluxo.

Vermelho do Nilo € um corante lipofilico que se liga a membrana fosfolipidica
emitindo pouca fluorescéncia em solucdes aquosas. E o corante ideal no estudo de
bombas de efluxo da familia RND dado encontrar-se no periplasma e tendo um efluxo
mais rapido comparativamente com compostos citoplasmaticos, como o EtBr, e tem um
récio sinal-ruido e um comprimento de onda de emissdo 6timo para a avaliagdo da
competicdo de substratos, havendo por isso menor interferéncia entre substratos (Blair e
Piddock, 2016).

12
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1.3 Enterobacteriaceae e Escherichia coli

As Enterobacteriaceae sdo a familia de bactérias Gram-negativas mais
heterogénea e importante a nivel clinico. Os seus membros sdo bacilos, aerobios ou
anaerdbios facultativos; sdo fermentadores de glucose com producédo de acido (com ou
sem g&s); a maioria é catalase positivo, oxidase negativo; a maioria reduz os nitratos a
nitritos; e tipicamente colonizam o intestino de humanos e animais, no entanto também
podem ser encontrados noutras partes do corpo, agua e plantas (Murray et al., 2016).
Estas bactérias sdo a principal causa de varias doencas humanas, incluindo infecdes no

trato urinario.

A estirpe mais importante desta familia a nivel clinico ¢ Escherichia coli.
Descoberta em 1885 por Theodor Escherich nas fezes de uma crianca com doenca
gastrointestinal, € uma bactéria Gram-negativa que apresenta uma forma de bastonete
(Mainil, 2013; Murray et al., 2016). A maioria das estirpes de E. coli ndo causa doenca,
no entanto, varias estdo associadas a infe¢fes no trato urinario, bacteremias e meningite
neonatal (Anes et al., 2015; Cadan e Aksoz, 2017).

Esta bactéria apresenta diferentes fatores de viruléncia que a capacitam no
crescimento e disseminacdo no hospedeiro e nos quais se incluem variagfes estruturais
como adesinas (p.e. fimbrias) de modo a ser possivel a fixacdo a uma célula, secre¢éo de
toxinas (endotoxinas ou exotoxinas), entre outras. Assim, existem diferentes estirpes
patogénicas de E. coli e que podem ser divididas em grupos, dependendo da sindrome
que causam: E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli verotoxigénica (VTEC), E. coli enterohemorréagica
(EHEC), E. coli enteroadesiva ou enteroagregativa (EAEC ou EAQQEC), E. coli
difusamente aderente (DAEC), E. coli necrotoxica (NTEC), E. coli uropatogénica
(UPEC), E. coli invasiva (SePEC) (Mailin, 2013).

Além da sua importéncia a nivel clinico, esta espécie € um importante
bioindicador de contaminacéo fecal, seja humano ou animal, na agua e alimentos e é
amplamente escolhida como organismo modelo para estudos nas varias areas da
biologia dado o tamanho reduzido do seu genoma e crescimento rapido com poucos

requisitos nutricionais.

13



Introducdo

1.4 Objetivos

Neste trabalho pretendeu-se verificar e avaliar a existéncia de competicdo de
substratos de bombas de efluxo, neste caso, especificamente do sistema AcrAB-TolC de
Escherichia coli, utilizando um método fluorométrico que permite o screening alargado
da atividade de efluxo na presenca e auséncia de varios compostos como inibidores de
efluxo, antibidticos de diferentes classes, corantes e detergentes. Para tal, foram

delineados 3 objetivos:

i. A determinacdo do perfil de suscetibilidade a substratos de bombas de efluxo
através da determinagdo de CMI, numa primeira fase, de estirpes de referéncia e
controlo, e, numa segunda fase, de isolados clinicos escolhidos da colecdo do

Nosso grupo;

ii. A determinacdo do efluxo de vermelho do Nilo nas estirpes em estudo por

ensaios de fluorimetria em tempo real,

iii. A avaliacdo da existéncia de competicdo entre o vermelho do Nilo e outros
substratos da bomba de efluxo AcrAB-TolC por ensaios de fluorimetria em

tempo real.
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2. Material e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Material Bioldgico

2.1.1.1 Estirpes de controlo e referéncia

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas 3 estirpes de controlo e 1

estirpe de referéncia de E. coli:

A estirpe de referéncia, usada como controlo de qualidade, foi E. coli ATCC®
25922™ (Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers | ATCC), cujo sistema de

efluxo se encontra intato e funcional.

As estirpes de controlo utilizadas diferem no seu sistema de efluxo AcrAB-
TolC: a estirpe selvagem, E. coli K-12 AG100, tem este sistema de efluxo intato e
funcional; E. coli AG100A, derivada da anterior, tem este sistema de efluxo inativo
devido a insercdo do transposdo Tn903 associado a resisténcia a canamicina (KAN); e
E. coli AG1007er, também derivada da primeira, tem este sistema de efluxo
sobreexpresso por consequéncia da continua exposi¢cdo a concentracbes aumentadas de
tetraciclina (TET) (Viveiros et al., 2005).

2.1.1.2 Estirpes clinicas

As estirpes clinicas foram usadas para validacdo dos resultados obtidos com as
estirpes de controlo e referéncia. Estas foram obtidas de amostras de sangue, pus e urina
provenientes de pacientes com infe¢fes urindrias em 3 unidades hospitalares da regido
de Lisboa.

O seu perfil de suscetibilidade foi anteriormente estudado (Silva, 2018; Roseiro,
2020) e estdo designadas com o acronimo EC, de Escherichia coli, seguido de dois
digitos correspondentes ao ano em que a amostra foi obtida, e um numero de
identificagdo: EC 02-31; EC 08-14; EC 08-15; EC 18-5234; EC 18-528084.
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2.1.2 Meios de cultura e solucoes

Todas as estirpes foram inoculadas em meio sélido Luria Bertani (LA) e meio
liquido Luria Bertani (LB) para crescimento e manutencdo; e o meio liquido Mueller-
Hinton (MHB) foi usado na determinacdo da CMI. Todos os meios de cultura foram
preparados com agua bidestilada e esterilizados em autoclave a 121°C, 1 bar, durante 15
min. A composi¢do de cada um dos meios de cultura utilizados e restantes solugdes

encontra-se nas Tabelas 2-6.

Tabela 2 Composicéo e preparagdo dos meios de cultura utilizados.

Meio de cultura Composicao (por litro)

Luria Bertani Agar 10 g de cloreto de sodio V; 10 g de peptona de caseina ; 5
g de extrato de levedura ®; 20 g agar @

Luria Bertani (meio | 10 g de cloreto de s6dio ; 10 g de peptona de caseina ¥; 5

liquido) g de extrato de levedura @

Mueller-Hinton ~ (meio | 300 g de infusdo desidratada de carne; 17,5 g de caseina

liquido) @ hidrolisada; 1,5 g de amido; 4,683 mg Ca’"; 5,019 mg
Mg?*; pH 7,3+0,1 a 25°C

@ Merck; @ Oxoid

Tabela 3 Composicéo e preparagdo dos inibidores de efluxo utilizados.

Compostos Composicao

Carbonil cyanide-m-chlorophenylhydrazone®™ 10 mg/mL em Dimetilsulfoxido

(DMSO)
Clorpromazina ™ 10 mg/mL em agua bidestilada estéril
Phe-arg-B-naphthylamide @ 10 mg/mL em é&gua bidestilada estéril

@ Sigma
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Tabela 4 Composicéo e preparacéo dos antibidticos utilizados.

Compostos

Composicéo

Cloranfenicol @

Ciprofloxacina

Doxorrubicina ©
Doxiciclina ®
Eritromicina @
Gentamicina @
Oxacilina®
Minociclina

Tetraciclina (M

10 mg/mL em DMSO

10 mg/mL em &gua bidestilada estéril com 1% de

Acido Cloridrico (HCI)

10 mg/mL em &gua bidestilada estéril
10 mg/mL em &gua bidestilada esteril
10 mg/mL em DMSO

10 mg/mL em &gua bidestilada estéril
10 mg/mL em &gua bidestilada esteril
10 mg/mL em &gua bidestilada esteril
10 mg/mL em DMSO

@ Sigma; @ Fluka BioChemika; © Fisher Bioreagents

Tabela 5 Composicéo e preparagdo dos corantes, biocidas e detergentes utilizados.

Compostos

Composicéo

Acriflavina®

Acido Deoxicolico®
Vermelho do Nilo @
Safranina )

Brometo de Tetrafenilfosfonio (Y

@ Sigma; @ Acros Organics

10 mg/mL em &gua bidestilada estéril

10 mg/mL em &gua bidestilada estéril

5mM em DMSO

10 mg/mL em &gua bidestilada estéril

10 mg/mL em DMSO
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Tabela 6 Composicéo e preparacgao das solugdes e tampdes utilizados.

Compostos Composicéo

Glucose 1M 36,03 g dissolvidos em 200 mL de 4gua bidestilada

Glicerol W50% 25 mL de Glicerol 100% em &gua bidestilada

Cloreto de Magnésio @ 1M 19,04 g de MgCl. dissolvidos em 200 mL de agua
bidestilada

Fosfato de Potassio @ 1M pH 7,0 | 34,83 g de KoHPO4 dissolvidos em 200 mL de &gua
bidestilada

Tampdo Fosfato de Potéssio 1ImM de MgClz; 20mM de KoHPOs em &gua

bidestilada para um volume final de 200 mL

@ Sigma; @ Acros Organics

Todos os compostos da Tabela 5 foram esterilizados em autoclave a 121°C, 1

bar, durante 15 min, exceto o tampé&o fosfato de potassio (PPB).

Todos os compostos foram guardados a -20°C exceto a acriflavina, safranina,
glucose e vermelho do Nilo que foram guardados a -4°C, e o cloreto de magnésio,

fosfato de potéssio e PPB que se mantiveram a temperatura ambiente.

2.2 Métodos
2.2.1 Crescimento e manutencao das estirpes em estudo

Todas as estirpes utilizadas neste trabalho foram inoculadas em placas de Petri
com LA a 37°C durante 18h, exceto no caso da estirpe AG100+eT, que necessita de 48h
para crescer em meio solido dadas as suas caracteristicas, e foram guardadas a 4°C

durante, no maximo, 2 semanas.

Os “stocks” das estirpes foram feitos por inoculagdo em meio LB a 37°C e
agitacdo a 180 rpm, durante 18h exceto no caso da estirpe AG100teT, que necessita de

24h para crescer em meio liquido dadas as suas caracteristicas, e 10% de glicerol a 50%.
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Os “stocks” foram guardados a -20°C.

A estirpe AG100A foi sempre inoculada (quer em meio liquido, quer em meio
solido) na presenca de canamicina a 100 pg/mL para manutencdo do transposdo, e a
estirpe AG100ter na presenca de tetraciclina a 8 pg/mL para manutencdo da

sobreexpresséo das bombas de efluxo.

2.2.2 Determinacdo da CMI

A CMI de todos os compostos descritos foi determinada para todas as estirpes
anteriormente descritas. Esta determinacdo foi feita através do método de microdiluicdo
seriada em placas de 96 pocos, e os respetivos resultados foram interpretados de acordo

com as normas recomendadas pelo “Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI).

Para a realizacdo deste método, prepararam-se culturas primarias da estirpe em
meio LA, que foram posteriormente incubadas em 5 mL de meio LB como descrito no
ponto 2.2.1.

Prepararam-se as solucGes de trabalho dos compostos a testar a partir das
respetivas solucdes “stock”, com uma concentragdo 4x superior a concentragdo mais alta

desejada para teste.

A uma placa de 96 poc¢os foram adicionados 100 pL de meio MHB a todos 0s
pocos, exceto os da primeira coluna onde foram adicionados 200 pL para o controlo
negativo. Da coluna 3 a 12 tem-se as diluicGes seriadas dos compostos em estudo na
razéo de 1:2 entre colunas adjacentes. Foram entdo adicionados 100 pL dos compostos
em teste na terceira coluna e transferidos entre as colunas 3 e 12 onde sdo descartados
na Gltima coluna, ficando assim toda a placa, exceto a primeira coluna, com um volume

total de 100 pL como descreve a Figura 4.
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Meio MHB + composto + estirpe em estudo
negativo Controlo

positivo Concentragdo maxima dltimos 100 pL
de composto sdo descartados

Figura 4 Representacdo esquematica do método de microdiluicdo seriada em placa para determinagdo da CMI.
Legenda: (-), controlo negativo; (+), controlo positivo; CM, concentracdo maxima de composto; MHB, do inglés
“Mueller-Hinton broth”.

A partir das culturas anteriormente descritas, foram transferidos 10 puL para um
tubo de ensaio com 10 mL de meio MHB, homogeneizada a suspenséo celular e depois
transferido 1 mL para um tubo de ensaio com 9 mL de meio MHB, homogeneizando

também apds transferéncia.

Por fim, 100 pL da estirpe em estudo é adicionada a todos 0s pocos, exceto os da
primeira coluna, ficando a segunda coluna como controlo positivo, e a placa € incubada
durante 18h (24h para a AG100+et) a 37°C.

Todos os ensaios foram feitos pelo menos duas vezes para cada composto. A

CMI é a concentracdo mais baixa onde ndo € observado crescimento bacteriano.

2.2.3 Ensaios de fluorimetria em tempo real

O protocolo que aqui vai ser descrito, foi adaptado do protocolo estudado e
utilizado por Bohnert et al. (2010).
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A um Erlenmeyer com 20 mL de meio LB foram adicionados 200 pL de uma
cultura primaria da estirpe em estudo, que foi posteriormente crescida num agitador a
37°C e 180 rpm durante 16h.

Recolheram-se 10 mL desta ultima cultura e centrifugaram-se a 4400 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente. O “pellet” foi ressuspendido em 10 mL de PPB
e apds nova centrifugacao e ressuspensdo, ajustou-se a suspensdo celular a uma ODgsonm
de 1.0 com PPB, garantindo um volume final de pelo menos 8 mL. As células foram
deixadas a repousar a temperatura ambiente durante 15 min e 2 mL foram transferidos
para quatro tubos de ensaio pequenos onde foi adicionado CCCP a uma concentracdo
final de 10 uM para a estirpe AG100teT € 5 UM para as restantes.

No caso de ser um ensaio de competi¢cdo, apds 15 min, um potencial competidor
foi adicionado em concentracdes diferentes para cada um dos tubos (a CMI do
composto, %2 CMI, ¥4 CMI e 1/, CMI).

Apdbs 15 min, foi adicionado vermelho do Nilo numa concentracdo final de 5

MM, e os tubos foram incubados num agitador a 37°C e 180 rpm durante 3h.

Os tubos foram deixado a temperatura ambiente durante 1h e 1 mL de cada
suspensdo celular foi centrifugado a 4400 rpm durante 5 min. O “pellet” foi

ressupendido em 1 mL PPB.

Numa placa preta de 96 pogos previamente preparada com 177 pL de PPB com
a mesma concentracdo do potencial competidor usada no ensaio, foram adicionados 23
ML da respetiva suspensédo celular. A placa foi entdo colocada no leitor de microplacas
Synergy HT com as seguintes defini¢Oes: temperatura a 37°C; excitacdo 530/25;
emissao 590/35.

A fluorescéncia das suspensdes celulares foi medida durante 90 s, sendo o efluxo

estimulado pela adi¢éo de 10 pL de 1 M glucose e medida por mais 180 s.

Todos os ensaios foram feitos pelo menos duas vezes para cada composto.
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3. Resultados e Discussao

O sistema de efluxo AcrAB-TolC € uma das mais importantes causas de
desenvolvimento de fenotipos MDR em E. coli, sendo o seu estudo e compreensdo dos
Seus mecanismos essenciais no combate a este mecanismo de resisténcia, ndo so nesta
espécie como também noutras. Para tal, os métodos fluorométricos tém sido os métodos
de eleicdo na detecdo e quantificacdo de transporte de substratos através da parede
celular bacteriana usando moléculas fluorescentes, como € o caso de vermelho do Nilo,

também ele substrato de hombas de efluxo.

O foco deste trabalho foi a avaliagdo de competicdo entre substratos deste
sistema de efluxo. Para tal, foi otimizado um ensaio de acumulacdo em tempo real
usando um formato de alto desempenho utilizando placas pretas de 96 pocos para o
leitor de microplacas Synergy HT, vermelho do Nilo como fluoréforo/competidor, o
CCCP para retirar a energia das células e glucose como fonte de energia. Usando quatro
concentragdes diferentes (CMI, %2 CMI, ¥4 CMI e 1/, CMI), foram testados como
possiveis competidores a gentamicina, oxacilina, doxorrubicina, cloranfenicol,
eritromicina, doxiciclina, tetraciclina, brometo de tetrafenilfosfonio, acriflavina e

safranina, e os inibidores de efluxo clorpromazina e PABN.

Primeiramente, o ensaio foi feito em quatro estirpes de E. coli: trés isogénicas
que diferem entre si na expressdo do sistema de efluxo AcrAB-TolC e a estirpe de
referéncia ATCC25922. Depois, foram escolhidos cinco isolados clinicos de E. coli da
nossa colecdo e também eles testados. Estes isolados clinicos foram obtidos de
amostras de sangue, pus e urina provenientes de pacientes com infecGes urinarias em 3
unidades hospitalares da regido de Lisboa. O perfil suscetibilidade de todas as estirpes
aqui usadas foi estudado previamente pelo nosso grupo, utilizando o método de Kirby-
Bauer e uma diversidade de antibioticos da classe dos PB-lactamicos, Quinolonas,
Aminoglicosideos, Macrdlidos, Tetraciclinas, Fenicdis e Trimetropim (Silva, 2018;
Roseiro, 2020).

22



Resultados e Discussao

Tabela 7 Perfil de suscetibilidade aos antibidticos das estipes de E. coli em estudo determinado pelo método de
Kirby-Bauer (adaptado de Roseiro, 2020)

Perfil de susceptibilidade
Antibidticos E. coli
1T Q23] a7 03] 19 [a24]2s5
PEN RIR|R|R|R|R| R | R | R
AMP sIs|s|rr|[R]s|R R
= AMC SIS|SISIR|[R| SRR
E PRL sfIs|sIr]rR]|R] s S S
£ TZP ses|sfss]s]s s s
B TEM sIe[sTr]lss s s [s
OXAIl RIR|R|RF[R|R| R [ R [ R
. CXM seIs]sls|r[rR]|s|s]s
- FOX slslslslsls]s s s
-
2 CTX SEs]s]s|s|rR]s|s]s
é CAZ SIs[s[s[s[1 s | s ] ¢
S CRO SIs]sIs|s|wr|s]|s]s
FEP sIs]sls|s|Ir|[s]|s]s
E MEM ses]sls]|s]s|s|s]s
2
g IPM ses]lsls]|s]s]|s|s]s
2
E DOR ses]sls]|s]s|s|s]s
E
Z ATM sislslsls|Ir]|s|s|]s
g
-
- NA SsIs|sIR|R[R|S|s |R
z NOR SISISISIRI ST s s R
.—é CIP sIs]s|sIr[RrR] s s [ r
S OFX SISISISIR[R|[| s |s |r
o LEV SIS|SIsS|R][ 1 S |s | R
. AK sls]ls|s]s]s|s|r|s
= CN sls|s|s]s|]s]s|s|s
= NET sIs]s|s]s]s|s|r|s
=
g TOB ses|s]s]s]s]s|r|s
S
= RIrR|R|R|R|R]|R]|R]|R
= EN
§ (10) J(10 J(20)f (6) | (=) 11y J(12) | (6) | (1O)
=
H TE sIs|s|rIrR|R ]S |R|R
£ TE! RIrR|R|[R|R|R]|R | R ]|R
g
TGC sIs]s|s]s]s|s|s|s
2 C ss|s|r]s|s]s]|s|s
z W SIS|SISIR]|R S
-
] SXT sls]ls]sIrR]|R R S

NOTA: As estirpes MDR estdo apresentadas a cor vermelha.

(1) — Né&o existem breakpoints para Enterobacteriaceae — apresenta-se o didmetro do halo obtido.
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* resisténcia menor a oxacilina comparativamente a outras estirpes.

Legenda: PEN, penicilina; AMP, ampicilina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; PRL, piperacilina; TZP,
piperacilina-tazobactam; TEM, temocilina; OXA, oxacilina; FOX, cefoxitina; CXM, cefuroxima; CTX, cefotaxima;
CAZ, ceftazidima; CRO, ceftriaxona; FEP, cefepima; MEM, meropenem; IPM, imipenem; DOR, doripenem; ATM,
aztreonam; NA, acido nalidixico; NOR, norfloxacin; CIP, ciprofloxacina; OFX, ofloxacina; LEV, levofloxacina. 1
— ATCC; 2 - AG100; 3— AG100A; 4 — AG100eT; 7 — EC02-31; 13 — EC18-5234; 19 — EC18-528084; 25 — EC08-
14; 26 — EC08-15.

O sistema de efluxo AcrAB-TolC é conhecido por transportar uma série de
diferentes compostos, com diferentes estruturas e modos de acdo, como 0s acima
mencionados e sabe-se que o efluxo tem um papel na resisténcia a quinolonas,
fluoroquinolonas e tetraciclinas (Takatsuka et al., 2010; Nikaido, 2011; Poirel, 2018).
Por outro lado, sabe-se que E. coli é intrinsecamente resistente a penicilinas como a
penicilina G e a oxacilina e macrélidos (Nikaido, 2011). No entanto, outros mecanismos
poderdo estar associados as resisténcias anteriormente mencionadas, como € 0 caso da
presenga de diferentes tipos de fB-lactamases, também verificado nos mesmos estudos
(Silva, 2018; Roseiro, 2020).

3.1 Determinacédo da CMI

As CMI de cada composto para cada estirpe foram determinadas antes de se
realizarem 0s ensaios de fluorimetria em tempo real para serem usadas nestes, sendo
que alguns dos resultados foram obtidos por outros membros do nosso grupo no
decorrer de outros trabalhos. Os resultados estdo, entdo, representados nas Tabelas 7 e
8.

Estes ensaios permitiram tambeém pressupor que 0s compostos testados eram
todos, a excecdo da gentamicina, substratos do sistema de efluxo AcrAB-TolC, dada a
descida de CMI destes compostos na estirpe AG100A onde este sistema esta inativo
comparativamente com a estirpe AG100, onde o sistema se encontra intato e funcional
(Elkins e Nikaido, 2002).
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Tabela 8 Resultados da CMI das estirpes de controlo e referéncia

CMI (pg/mL)
N P
Compostos o = g g
LV S S 8
o < %) o
= <
b <
ACR 16* 16* 4 64
o DA > 2048 > 2048 > 2048 | >2048
Detergentes, biocidas e corantes
SAF 128* 128* 4 256
TPP 256* 128* 8 128
Aminoglicosideos | GEN 1* 0.5* 0.5 1
Antraciclinas DOX 64 > 128 0.25 > 64
Fenicois CHL 4* 16* 2 16
§ Macrdlidos ERY 64* 32* 1 32
::% Penicilinas OXA 512* 512* 1 1024
:(E Quinolonas CIP 0.0039* | 0.0156* 0.0019 0.25
DOXY |1 2 0.25 8
Tetraciclinas MIN 0.25 1 0.0625 0.125
TET 0.5* 1* 0.25 1
. CpPz 32* 64* 16 128
Inibidores de Efluxo
PABN 256* 512* 64 256

*dados previamente obtidos por elementos do nosso grupo (ndo publicados)

Legenda: ACR, acriflavina; DA, éacido deoxicdlico; SAF, safranina; TPP, brometo de tetrafenilfosfonio; CHL,
DOXY, doxiciclina; ERY, eritromicina; GEN,
gentamicina; MIN, minociclina; OXA, oxacilina; TET, tetraciclina; CPZ, clorpromazina; PABN, “phe-arg-B-

cloranfenicol; CIP, ciprofloxacina;

naphthylamide”

DOX, doxorrubicina;
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Tabela 9 Resultados da CMI das estirpes clinicas

Compostos

Detergentes, biocidas e

corantes

Aminoglicosideos
Antraciclinas
Fenicois
Macrolidos
Penicilinas

Quinolonas

Antibidticos

Tetraciclinas

Inibidores de Efluxo

ACR
DA
SAF
TPP
GEN
DOX
CHL
ERY
OXA
cIp
DOXY
MIN
TET
CPZ
PABN

CMI (pg/mL)
<t
- < 0 & 3
(90] — — (9N} o0
o 1) 0 L S
o o o [e 0] 1
O o O b\ <
L L L &J) O
L
16* 32* 32* 16* 256*
> 2048 > 2048 > 2048 > 2048 > 2048
256* 128* 128* 128* 16*
128* 256* 256* 256* 256*
2* 8* 1* 2* 1*
> 64 > 64 > 64 > 64 > 64
32* 8* 8* 16* 8*
64* 256* 64* 32* 64*
512* 512* 256* 512* 256*
4* 4* 0.0078* 1* 0.0078*
4 8 8 4 1
2 2 8 1 0.25
4* 4* 4* 4* 1*
128* | 64> 64* 64* 64*
256* | 256% | 256% | 256% | 256*

*dados previamente obtidos por elementos do nosso grupo (ndo publicados)

Legenda: ACR, acriflavina; DA, &cido deoxicdlico; SAF, safranina; TPP, brometo de tetrafenilfosfonio; CHL,

cloranfenicol; CIP, ciprofloxacina; DOX, doxorrubicina; DOXY, doxiciclina; ERY, eritromicina; GEN,

gentamicina; MIN, minociclina; OXA, oxacilina; TET, tetraciclina; CPZ, clorpromazina; PABN, “phe-arg-p-

naphthylamide”

3.2 Ensaios de fluorimetria em tempo real

De modo a avaliar os resultados obtidos pela leitura do fluorimetro, foi

necessario fazer a sua normalizacdo. Neste processo foi calculado o valor de

fluorescéncia medida na presenca de glucose, equivalente a fluorescéncia medida na

auséncia de glucose, sendo este resultado subtraido ao ultimo valor de fluorescéncia
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medida na auséncia de glucose. Com a normalizacdo dos resultados foi possivel
observar ndo s6 a acumulacdo de compostos proporcionada pela acdo do CCCP até aos
90 s de leitura, como o efluxo dos mesmos, e consequente reducdo da fluorescéncia,

depois de adicionada a glucose.

Dado o elevado numero de resultados obtidos, foram escolhidos os graficos
relativos ao efluxo de vermelho do Nilo para as estirpes de controlo, referéncia e
clinicas, e trés graficos representativos dos diferentes resultados obtidos em ensaios de

competicdo.

Salienta-se que, para este estudo a ciprofloxacina e a minociclina ndo foram
consideradas uma vez que apresentam valores de CMI muito reduzidos, sendo estes
mais propensos a erros de diluicdo e, visto que o protocolo ainda estava em fase de
otimizacdo, optdmos por exclui-los dos ensaios de fluorimetria. Também o &cido
deoxicdlico foi excluido, mas, neste caso, a razdo foi por ndo se ter conseguido

encontrar o valor de CMI dado que este valor é provavelmente muito alto.

Como pode ser observado na Figura 6, de entre as estirpes de controlo e
referéncia, a estirpe AG100A mostrou menor capacidade de efluxar vermelho do Nilo.
J& na estirpe AG100+eT, apesar da presenca de glucose, a reducdo da fluorescéncia foi
apenas momentanea, voltando com o tempo a niveis mais elevados. J& a estirpe
ATCC25922, apresentada na Figura 5, segue um padrdo semelhante a AG100 e

AG100A, mas com maior capacidade de efluxo que as anteriores.
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Efluxo de vermelho do Nilo em E. coli ATCC25922

—8—PPB + ATCC 25922 +
Glucose

Fluorescéncia (unidade arbitraria)

Tempo (s)

Figura 5 Gréfico representativo do efluxo de vermelho do Nilo em E. coli ATCC25922. Legenda: PPB, do inglés
“Potassium Phosphate Buffer”

Efluxo de vermelho do Nilo em E. coli AG100 K-12,

AG100A e AGIO00TET
30
10 828Reseete / "eu
10 ¢ 100 200 300

-30 | —@— PPB + AG100 + Glucose
-50 Vw —&—PPB + AG100A + Glucose
-70 \ PPB + AG100TET + Glucose

-90
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Tempo (s)

Fluorescéncia (unidade arbitraria)

Figura 6 Gréfico representativo do efluxo de vermelho do Nilo em E. coli AG100 K-12, AG100A e AG100eT.
Legenda: PPB, do inglés “Potassium Phosphate Buffer”

Relativamente ao efluxo de vermelho do Nilo nos isolados clinicos, representado
na Figura 7, podemos observar uma diferenca do efluxo na estirpe EC 02-31, onde se
verifica primeiramente um menor efluxo comparativamente com as restantes e depois
retorno a maiores niveis de fluorescéncia. Este aumento nos niveis de fluorescéncia
tambem pode ser observado nas estirpes EC08-14 e EC 18-5234, no entanto, ndo séo

subidas tao significativas como a anterior. Por outro lado, a estirpe que parece ter maior
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atividade de efluxo é a EC 08-15, seguida da EC 18-528084, EC 08-14, EC 18-5234 e,
por fim, a EC 02-31. Estes resultados relativos as estirpes EC 08-14 e EC 08-15
coincidem com o encontrado noutro trabalho realizado pelo nosso grupo, quando
aplicado o método flurométrico semi-automatico em termociclador em tempo real

Rotor-Gene 3000, descrito no ponto 1.2.1.2 da presente dissertacdo (Roseiro, 2020).

Efluxo de vermelho do Nilo em EC 02-31, EC 08-14, EC
08-15, EC 18-5234 e EC 18-528084

<

&

E 30 +Glu —@—PPB + EC 02-31 + Glucose
S 10 »

©

S -10 —e—PPB + Ec 08-14 + Glucose
3 0 0 200 300

= -30

= 50 PPB + Ec 08-15 + Glucose
= -

'S

S -70

‘83 —@—PPB + EC 18-5234 + Glucose
g -90

L_% -110 —e—PPB + EC 18-528084 +

Tempo (s) Glucose

Figura 7 Gréfico representativo do efluxo de vermelho do Nilo em EC 02-31, EC 08-14, EC 08-15, EC 18-5234 ¢ EC
18-528084. Legenda: PPB, do inglés “Potassium Phosphate Buffer”’; EC, Escherichia coli

Nas Figuras 8, 9 e 10 estdo representados graficos representativos dos

resultados obtidos para outros compostos e estirpes:

i. No primeiro caso podemos observar que aparentemente a presenca de
acriflavina para a estirpe clinica EC 08-15 ndo teve qualquer efeito no efluxo

de vermelho do Nilo, sendo os niveis de fluorescéncia nos 5 casos, semelhante;

ii.  No 2° caso observa-se um aumento significativo do efluxo de vermelho do Nilo
(numa diferenca de cerca de 20 a 30 unidades de fluorescéncia em algumas das
concentracdes) na presenca de tetraciclina na estirpe EC 02-31. Nesta estirpe, é
possivel que haja uma maior afinidade pelos sistemas de efluxo para efluxar

vermelho do Nilo, comparativamente com a tetraciclina;

iii.  Por fim, no 3° caso observa-se uma acumulacdo de vermelho do Nilo, ocorrida
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na estirpe EC 08-14 na presenca de doxiciclina. Aqui, é provavel que haja
competicdo entre os substratos, vermelho do Nilo e doxiciclina, pelo local de

ligacdo na bomba.

Efluxo de vermelho do Nilo no isolado clinico EC 08-15
na presenca de acriflavina

<

g 3 —e—PPB + Ec 08-15 (com 32

2 10 Gl ug/mL Acriflavina) + Glucose
5+

S 30 pg/mL Acriflavina) + Glucose
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S

§ 0 —e—PPB + Ec 08-15 (com 4

§ -90 pg/mL Acriflavina) + Glucose
S -110 —&—PPB + Ec 08-15 + Glucose

T Tempo (s)

Figura 8 Gréfico representativo do efluxo de vermelho do Nilo no isolado clinico EC 08-15 na presenca de

acriflavina. Legenda: PPB, do inglés “Potassium Phosphate Buffer”; EC, Escherichia coli

Efluxo de vermelho do Nilo no isolado clinico EC 02-31
na presenca de tetraciclina
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—@—PPB + EC 02-31 (com 0,5
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Figura 9 Gréfico representativo do efluxo de vermelho do Nilo no isolado clinico EC 02-31 na presenca de

tetraciclina. Legenda: PPB, do inglés “Potassium Phosphate Buffer”; EC, Escherichia coli
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Efluxo de vermelho do Nilo no isolado clinico EC 08-14
na presenca de doxiciclina

30 + Gl —e—PPB + EC 08-14 (com 8
pg/mL Doxiciclina) + Glucose

—&—PPB + EC 08-14 (com 4
pg/mL Doxiciclina) + Glucose

PPB + EC 08-14 (com 2
pg/mL Doxiciclina) + Glucose

—e—PPB + EC 08-14 (com 1
pg/mL Doxiciclina) + Glucose

-110 PPB + Ec 08-14 + Glucose
Tempo (s)

Fluorescéncia (unidade arbitréria)

Figura 10 Gréfico representativo do efluxo de vermelho do Nilo no isolado clinico EC 08-14 na presenga de

doxiciclina. Legenda: PPB, do inglés “Potassium Phosphate Buffer”; EC, Escherichia coli

Como pode ser observado em todos os graficos houve uma acumulagdo de
compostos nos primeiros 90s de leitura, onde a acdo CCCP inibiu a forca motriz
protonica, consequentemente desativando as bombas de efluxo, sendo esta acumulacédo
semelhante em todas as estirpes. Apds a adi¢do da glucose, considerado nos graficos
aos 100s, o efluxo foi despoletado e, segundo a interacdo entre 0s substratos e
vermelho do Nilo com os sistemas de efluxo ativos, a presenca de determinado
composto influenciou ou ndo o efluxo de vermelho do Nilo em determinada estirpe
(por exemplo, como observado no gréfico anterior, a presenca de doxiciclina no

isolado clinico EC 08-14, promoveu a acumulacéo de vermelho do Nilo).

As tabelas 9 e 10 pretendem resumir os resultados dos varios ensaios de
fluorimetria. Nesta tabela encontram-se descritas as diferentes formas de interagdo dos
compostos no efluxo de vermelho do Nilo. Note-se que, em alguns casos, o efluxo de
vermelho do Nilo pode ser afetado de varias formas dependendo da concentragdo do
composto em causa, por exemplo a presenca de tetraciclina na estirpe AG100 a
concentracdo de 0,5 pg/mL promove o efluxo de vermelho do Nilo, a concentracéo
0,25 pg/mL ndo terd efeito neste efluxo e as restantes promovem a sua acumulacao.
Nestes casos, as concentracOes relativas a cada variacdo encontram-se descritas no

espaco inferior a linha. Assim, PA quer dizer que determinado composto em
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determinada estirpe promoveu a acumulacédo de vermelho do Nilo, SE quer dizer que o
composto ndo teve efeito no efluxo de vermelho do Nilo e PE quer dizer que

determinado composto promoveu o efluxo de vermelho do Nilo.

E importante salientar que estas avaliacbes gerais foram feitas apenas por
observacdo dos graficos, sendo esta uma avaliacdo subjetiva que poderd diferir
dependendo do observador. Dizer também que estas avaliacbes sdo relativas ao
comportamento geral de cada reta relativamente a reta controlo, ou seja, apesar de
haver variacdes nos pontos do grafico para determinada reta, considerei apenas o0 seu
padrdo geral e ndo os pontos momentaneos onde ocorreu aumento ou diminui¢do do

efluxo de vermelho do Nilo.

Os resultados da safranina e a doxorrubicina ndo se encontram nas tabelas
seguintes, apesar de terem sido feitos os respetivos ensaios, pois os resultados obtidos
tinham erros que ndo conseguimos resolver, mas que podem ser uma consequéncia da
alta fluorescéncia emitida por ambos 0s compostos. Nestes casos, 0s ensaios para todas
as estirpes estudadas com ambos os compostos terdo de ser repetidos, o que nédo foi

possivel fazer para esta dissertacao.
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Tabela 10 Resumo dos resultados obtidos nos ensaios de fluorimetria em tempo real das estirpes de referéncia e

controlo

Compostos

o ACR
Detergentes, biocidas

e corantes
TPP

Aminoglicosideos GEN

Fenicois CHL
§ Macrolidos ERY
B
.g Penicilinas OXA
<

DOXY

Tetraciclinas
TET

CPZ
PABN

Inibidores de Efluxo

Influéncia no efluxo de vermelho do Nilo

ATCC 25922

w o

U m @
@« ’\)>
N

SE

PAos
PE
PAs:
SE
PA

SE

SE
PE

AG100

PEis;s
SE

PE

SE

SE

PE

PE
SEo2s
PE
PEos
SEo 25
PA
PE
PE

AG100A

0
m

PE

SEO,S
PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE
PE

AG 1 OOTET

P
PE
PEi2s
SE

Z

PE

SE

PA
PE
PE
PEo,2s
SE

PE
PE

NOTA: as concentragdes relativas a cada variagdo encontram-se descritas no espaco inferior a linha (em pg/mL).

Legenda: ACR, acriflavina; TPP, brometo de tetrafenilfosfonio; CHL, cloranfenicol; DOXY, doxiciclina; ERY,

eritromicina; GEN, gentamicina; OXA, oxacilina; TET, tetraciclina; CPZ, clorpromazina; PABN, “phe-arg-f-

naphthylamide”; SE, sem efeito; PA, promove acumulacéo; PE, promove o efluxo
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Tabela 11 Resumo dos resultados obtidos nos ensaios de fluorimetria em tempo real das estirpes clinicas

Compostos
ACR
Detergentes,
biocidas e corantes
TPP

Aminoglicosideos GEN

Fenicois CHL
§ Macrolidos ERY
£
9
< Penicilinas OXA
<

DOXY
Tetraciclinas
TET
CPZ
Inibidores de
Efluxo
PABN

Influéncia no efluxo de vermelho do Nilo

EC 02-31

PE

PAs
SE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

EC 08-14

wn
v
2 [

PAss; 22
PE

SEs
PA
PEs
SE
PAeq; 32
PE

PA
PA
PE:

PA

PEss
SE

PE2se
SEis
PA

EC 08-15

e} )
wn
fm m
> N

PA12s
SE

PA

PA

PA

PA

PE

PA

PEss
PAs
SE

PE2se

SEis
PA

EC 18-5234

PAz6:4
SE

PAss; 22
SE

PA

PA

PA

PE

PA
PA4
SEos

PE

PAus: s
PE

PE

EC 18-528084

o
m

SE

PA

PA

PA

PE12s

PA
PA

PA

SEi6

PE

PE

NOTA: as concentragdes relativas a cada variagdo encontram-se descritas no espaco inferior a linha (em pg/mL).

Legenda: ACR, acriflavina; TPP, brometo de tetrafenilfosfonio; CHL, cloranfenicol; DOXY, doxiciclina; ERY,

eritromicina; GEN, gentamicina; OXA, oxacilina; TET, tetraciclina; CPZ, clorpromazina; PABN, “phe-arg-f-

naphthylamide”; SE, sem efeito; PA, promove acumulaggo; PE, promove o efluxo
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Analisando os resultados das duas tabelas anteriores, por estirpe, temos:

ATCC25922 — todas as concentragdes de oxacilina em estudo e uma
concentracdo de acriflavina (2 pg/mL), cloranfenicol (0,5 pg/mL) e eritromicina (32

ug/mL) promoveram a acumulacdo de vermelho do Nilo.

AG100 — apenas duas concentracdes de tetraciclina (1 pg/mL e 0,125 pg/mL)

promoveram a acumulacdo de vermelho do Nilo.

AG100A — em todos os compostos testados houve um aumento do efluxo de
vermelho do Nilo o que mostra, novamente, que apesar de o sistema de efluxo AcrAB-
TolC ser o principal em E. coli, na sua auséncia, outras bombas de efluxo tendem a
funcionar como mecanismo de efluxo compensatdrio, sendo os compostos testados

também substratos de outras bombas de efluxo (Viveiros et al., 2005).

AG1007eT — todas as concentragdes em estudo de eritromicina, assim como
uma concentracdo de acriflavina (8 pg/mL) promoveram a acumulacgéo de vermelho do
Nilo, sendo que a maioria dos compostos promoveu o efluxo. O aumento de efluxo
podera ser consequéncia do facto desta estirpe ter varios dos seus sistemas de efluxo

sobreexpressos (Viveiros et al., 2005).

EC 02-31 — apenas uma concentracdo estudada de TPP (8 pug/mL) promoveu a
acumulacdo de vermelho do Nilo nesta estirpe, sendo que a maioria dos compostos

promoveu o seu efluxo.

EC 08-14 — todas as concentracGes estudadas de oxacilina e doxiciclina
promoveram a acumulacdo de vermelho do Nilo, assim como trés concentracGes de
acriflavina (16 pg/mL, 8 pg/mL e 4 pg/mL), gentamicina (4 pug/mL, 2 pg/mL e 1 pg/mL) e
tetraciclina (4 pg/mL, 2 pg/mL e 0,5 pg/mL) e duas de TPP (64 pg/mL e 32 pg/mL),
eritromicina (64 pg/mL e 32 pg/mL) e PABN (64 pg/mL e 32 pg/mL).

EC 08-15 — todas as concentragdes estudadas de gentamicina, cloranfenicol,
eritromicina, oxacilina e tetraciclina promoveram a acumulagéo de vermelho do Nilo,
assim como duas de PABN (64 pg/mL e 32 pg/mL) e uma de TPP (128 pg/mL) e

clorpromazina (8 pg/mL).
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EC 18-5234 — todas as concentracgdes estudadas de gentamicina, cloranfenicol,
eritromicina e doxiciclina promoveram a acumulagdo de vermelho do Nilo, assim
como duas de acriflavina (16 pg/mL e 4 pg/mL), TPP (64 pg/mL e 32 pg/mL) e
clorpromazina (16 pg/mL e 8 pg/mL), e uma de tetraciclina (4 pg/mL).

EC 18-528084 - todas as concentracbes estudadas de gentamicina,
cloranfenicol, eritromicina, doxiciclina e tetraciclina promoveram a acumulacdo de
vermelho do Nilo, assim como trés concentracOes de oxacilina (256 pg/mL, 64 pug/mL e
32 pg/mL).

Curiosamente ambos os inibidores de efluxo utilizados no estudo foram os
compostos que menos promoveram a acumulacédo de vermelho do Nilo. Sendo 0 PABN
um conhecido inibidor do sistema de efluxo estudado, este resultado podera sugerir a
existéncia de uma relacdo diferencial entre o PABN e outros substratos que é
dependente da bomba de efluxo em causa e do préprio local de ligagdo do substrato,
podendo também a concentracdo usada ter influenciado o resultado obtido (Pages e
Amaral, 2009). Takatsuka et al. (2010) considerou este inibidor de efluxo como um
“mixed binder” assim como vermelho do Nilo e a oxacilina; a tetraciclina, doxiciclina

e eritromicina como “groove-binders”; e o cloranfenicol como “cave-binders”.

Os resultados obtidos nos isolados clinicos ndo podem ser explicados apenas
pela variacdo observada no efluxo, ndo sendo possivel a sua comparagdo com as
estirpes de controlo e referéncia. Nestes casos, como foi mencionado anteriormente,
outros mecanismos fisioldgicos podem estar na base dos resultados obtidos como, por

exemplo, a permeabilidade alterada da membrana.

Os resultados obtidos acima descritos propem que quando um composto é
capaz de interferir na acumulacdo de vermelho do Nilo, apresenta um nivel de

competicdo para a bomba de fluxo, assim, podemos admitir como hipoteses:

i. Se a acumulacdo de vermelho do Nilo produzida for a mesma que a do
substrato, entdo, provavelmente, estdo a ser efluxados por diferentes bombas de

efluxo;

ii. Se os niveis de acumulacdo de vermelho do Nilo forem aumentados na
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presenca de determinado substrato, provavelmente estdo a competir pelo
mesmo local de ligagdo na bomba;

Se os niveis de efluxo de vermelho do Nilo aumentarem, o substrato estard
ligado noutro local na bomba, havendo a preferéncia para efluxar vermelho do
Nilo.
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4. Consideracoes Finais

Com este trabalho podemos concluir que:

(i) 0 CCCP promove a acumulacdo de vermelho do Nilo e dos restantes

compostos, por inibi¢do da forga motriz protonica;

(i)  a glucose reenergiza as células promovendo assim a ativacdo das

bombas de efluxo;

(ili) a grande maioria dos compostos teve algum efeito (aumento ou
diminuicdo do efluxo de vermelho do Nilo) dependendo da sua
concentragdo e da estirpe em teste;

(iv)  vermelho do Nilo pode ser usado como fluor6foro na avaliacdo de

competicdo de substratos de bombas de efluxo em E. coli;

v) e 0 método utilizado consegue avaliar a competicdo entre substratos de
bombas de efluxo.

Segundo 0s nossos resultados, todos 0s compostos promoveram alguma
acumulacao de vermelho do Nilo, ainda que dependendo da concentracdo do composto
e da estirpe em estudo. No entanto, a eritromicina foi 0 composto que em mais estirpes
promoveu a acumulacdo de vermelho do Nilo (6 em 9 estirpes) seguido da tetraciclina
(5 e 9 estirpes) ainda que dependendo da sua concentracdo em ambos 0s casos. Por
outro lado, a clorpromazina e o PABN foram os compostos que menos promoveram a

acumulagdo (2 em 9 estirpes).

Nikaido (2011) e Bohnert et al. (2010) ambos mencionaram a complexidade
deste sistema dada a acdo do CCCP que, poderd persistir ainda apds a energizacao
celular. Assim, apesar dos resultados obtidos por este método serem subjetivos na
analise dos graficos, este permite, pelo menos, dar uma nogéo da possivel interacdo de
substratos do sistema de efluxo AcrAB-TolC com vermelho do Nilo, percebendo desta
forma se determinado substrato podera ter maior ou menor afinidade para com a

bomba e de que forma serdo efluxados os compostos.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitiram-nos perceber melhor como
diferentes compostos interagem no sistema de efluxo AcrAB-TolC, dando uma ideia
da afinidade dos compostos testados em relacdo a bomba e da alteracdo da taxa de
efluxo nas varias estirpes estudadas, tendo, por isso, implicacbes no estudo e
caracterizacdo de bombas de efluxo em geral, bem como na descoberta de novos

antimicrobianos.
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