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Resumo

Neste trabalho definiu-se um método automatico para a demonstracao e quantificacdo da actividade
intrinseca das bombas de efluxo (BE) em estirpes susceptiveis a antibiéticos e com fenétipo de
multirresisténcia.

O protocolo foi definido tendo como estirpe padrdo E. coli AG100, que corresponde a estirpe k-12
selvagem, a qual possui o principal sistema de efluxo intacto e funcional — AcrAB-TolC. Utilizou-se o
brometo de etideo (EtBr) como substrato e o sinal de fluorescéncia foi monitorizado por fluorimetria
em termociclador de tempo real utilizando o Rotor-Gene 3000'™". O método permitiu analisar a
acumulacdo de EtBr em condicdes de limitacdo energética (auséncia de glucose; reducdo da
temperatura) e na presenca de inibidores, demonstrando que o efluxo é um transporte activo mediado
por BE. Demonstrou-se a implicacéo de AcrAB-TolC no efluxo de EtBr por comparagcdo com estirpes
mutantes que diferem no seu grau de actividade: AG100A onde o sistema AcrAB esta inactivo e
AG100.zr onde este sistema esta super expresso. O EtBr pode ligar-se a diversos alvos
intracelulares, nao ocorrendo leaking out deste fluorocromo.

Foi desenvolvido um modelo matematico que permitiu descrever a cinética de transporte nas trés

estirpes. O modelo evidenciou que a entrada de fluorocromo ocorre por difusdo passiva e permitiu
destrincar o efluxo entre estirpes que diferem no grau de actividade de AcrAB-TolC (Kxggo= 0,0173
+0,0057 min"; Kxgigoa= 0,0106 #* 0,0033 min™ e Krgioorer = 0,0230 +0,0090 min™).

Adicionalmente revelou a diferenca de permeabilidade entre AG100A e AG100 e sugeriu a existéncia

de um mecanismo de inducdo do efluxo em AG100+grt.

Palavras-chave: Escherichia coli, Bombas de Efluxo, AcrAB-TolC, Brometo de Etideo, Resisténcia a

Mltiplas Drogas



Abstract

In this work we defined an automated method to demonstrate and quantify the intrinsic efflux pump
activity in antibiotic susceptible strains and with a resistant multidrug phenotype.

The protocol was defined having as standard strain the wild type E. coli k-12 AG100, which has its
principal efflux system intact and functional - AcrAB-TolC. The method employs ethidium bromide
(EtBr) as the efflux substrate and the fluorescence signal was monitorized by fluorimetry using the
real-time thermocycler Rotor-Gene 3000™.

The method allowed us to analyze EtBr accumulation under limiting energy supply (absence of
glucose; low temperature) as well as in the presence of efflux inhibitors. Data gathered showed that
efflux is an active transport system mediated by efflux pumps. The role of AcrAB-TolC in the efflux of
EtBr was highlighted by comparing strains which differ in efflux activity: AG100A (inactivated AcrAB-
TolC) and AG100+gt (over expression of AcrAB-TolC). The results suggested that EtBr might bind to
several intracellular targets and once inside the cells there is no leaking out of EtBr.

A mathematical model was developed to describe the transport kinetics in the three strains. The model

shows that EtBr flows into the cell by passive diffusion. It allowed to discriminate the efflux between

strains with different degrees of AcrAB-TolC activity (Kxgi0o= 0,0173 +0,0057 min™; K004 = 0,0106

+ 0,0033 min™ e Kxgioorer = 0,0230 +0,0090 min™). The model furthermore revealed the difference

in permeability between AG100A and AG100 and suggested the existence of an inductive efflux

mechanism in AG100gr.

Keywords: Escherichia coli, Efflux Pumps, AcrAB-TolC, Ethidium Bromide, Multidrug Resistance
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1. INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

1.1.1. Caracteristicas Gerais

Escherichia coli, originalmente conhecida por Bacterium coli, foi
identificada em 1885 pelo pediatra aleméo Theodor Escherich.

Trata-se de uma bactéria Gram-negativa pertencente ao reino Eubacteria.

E membro da familia das Enterobacteriaceae ou bactérias entéricas, onde

se incluem muitos géneros de microrganismos patogénicos como sejam

Salmonella, Shigella e Yersinia. O seu habitat natural € o limen intestinal

dos seres humanos e outros mamiferos, que coloniza nas primeiras horas  Figura 1.1. -
apos o nascimento, permanecendo no hospedeiro até a sua morte. E um  Escherichia coli
microrganismo simbionte tendo um papel crucial no anabolismo e (adaptado de

catabolismo dos hospedeiros. E. coli produz vitaminas que sao absorvidas http:/Awww.universityof

california.edu. Acedido

pelo hospedeiro e utiliza a glucose deste para produzir todos os
em Setembro, 2007).

componentes macromoleculares necessarios para compor a célula. Nao

requer requisitos nutricionais especiais e cresce a 37 °C. Assume a forma de um bacilo com cerca de
1 pm de diametro e 2 ym de comprimento. Possui flagelos dispostos em torno da célula que lhe
permitem a mobilidade. A existéncia de fimbrias ou adesinas facilitam a sua fixagdo o que impede o
seu arrastamento pela urina ou fezes liquidas. E a bactéria anaerdbia facultativa predominante na
flora intestinal pertencendo ao grupo dos coliformes fecais e a sua presenca é indicadora de
contaminacéao fecal recente em aguas e alimentos. Os métodos para a sua identificacédo laboratorial
baseiam-se nas suas caracteristicas bioquimicas, em particular na caracteristica de esta ser lactase

positiva, isto é, capaz de fermentar a lactose e

Nucleside produzir acido e gas a temperaturas de incubacao

Ribossomas

Citosol elevadas (+/- 45 °C), num curto periodo de tempo

Membrana Plasmatica (| ehninger et al., 1993 e Cooper, 2000). O DNA

Espaco Periplasmatico . .
Parede Celular desta bactéria corresponde a uma molécula circular

! ‘/ "\ Membrana Extena  gjmples que forma o nucledide. A existéncia de uma
Pili guantidade elevada de ribossomas no citoplasma é
Flagelos responsavel pela sua aparéncia granular e é uma

Figura 1.2. — Representagio esquematica de evidéncia da elevada capacidade de resposta

E. coli e seus componentes celulares (adaptado metabdlica desta bactéria assente num “sistema
de http://www.canariculturacolor.com. Acedido  Operativo” simples e reduzido como € evidenciado
em Setembro, 2007). pelo tamanho reduzido do seu genoma (&

sequenciado). Este conjunto de factores permite-lhe uma capacidade de crescimento rapido (divisao

binaria entre 20 a 60 minutos) com requisitos nutricionais simples e uma enorme plasticidade



metabolica o que faz dela um aliciante modelo para estudos em microbiologia e em bioquimica
microbiana (Prescott et al., 1999; Cooper, 2000 e Molloy et al., 2000).

1.1.2. Epidemologia

Apesar de ser um microrganismo comensal, E. coli pode se tornar um patogénio oportunista
causando infec¢Bes graves em especial em criancas ou no caso de debilidade imune do hospedeiro,
estando associado a um aumento da morbilidade e mortalidade (Piddock, 2006a).

As infec¢des causadas por este microrganismo podem ser consequéncia da colonizagéo por estirpes
de outros individuos ndo reconhecidas pelo sistema imunitario ou por disseminacado das estirpes
comensais da flora intestinal, normalmente associado a quebras na barreira imune do hospedeiro.
Igualmente, estas estirpes podem adquirir factores de viruléncia através de bacteriéfagos ou DNA
plasmidico contendo enterotoxinas ou factores de invasdo que as tornam extremamente virulentas.
De acordo com os factores de viruléncia existem as seguintes categorias de E. coli patogénicas: E.
coli enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterohemorragicas (EHEC), E. coli enteroagregativas (EAEC),
E. coli enteroinvasivas (EIEC); E. coli enterotoxigénicas (ETEC) E. coli difusamente aderentes
(DAEC) (http://www.cfsan.fda.gov/~ebam/bam-4a.html. Acedido em Agosto, 2007).

As principais doencas provocadas por esta bactéria correspondem a infec¢cdes do trato urinario,
sepsis, meningites e diarreia infecciosa. Estd ainda associada a intoxicacBes alimentares
(gastroenterites), apendicite, colicistite, peritonite, infeccdes de feridas e pneumonia. As categorias
ETEC e EPEC sdo a causa mais comum de diarreia nos paises sub-desenvolvidos na populacdo
local e em viajantes que para la se deslocam (Rice, 2006 e Piddock, 2006b).

Recentemente, tem-se assistido a emergéncia de resisténcia associada a expressado de -lactamases
de espectro alargado (ESBL - Extended-Spectrum Beta-Lactamases) num numero crescente de
isolados de E. coli. Este € um grave problema pois o0 seu tratamento envolve agentes de segunda e
terceira linha que sdo em geral substratos de bombas de efluxo (BE), pelo que a presséo selectiva
sobre estas espécies leva a uma maior seleccdo de estirpes multiresistentes e panresistentes
(Paterson, 2006 e Piddock, 2006a).

1.1.3. Parede Celular e Porinas — Barreira de Perme abilidade

A parede celular das bactérias Gram-negativas, e em particular de E. coli, engloba trés camadas
definidas morfologicamente. A camada interna é a membrana citoplasmatica que regula a passagem
de metabolitos para o interior e exterior do citoplasma, bem como o pH e pressao osm@tica.
Externamente situa-se uma fina camada de peptidoglicanos que confere rigidez e forma a célula. E
uma estrutura elastica, flexivel e relativamente porosa. A existéncia de uma camada adicional - a
membrana externa - composta por lipidos e polissacaridos (lipopolissacéaridos (LPS)) e proteinas
distingue estas bactérias das Gram-positivas e é responsavel, em parte, pela sua maior resisténcia.
Esta é composta por uma bicamada fosfolipidica semelhante a que constitui a membrana

citoplasmatica estando ligada ao peptidoglicano por lipopoliproteinas. Actua como uma barreira



impermeavel e protectora, prevenindo ou atrasando a entrada de diversos compostos nomeadamente
substancias toxicas. O espaco entre esta estrutura e a camada de peptidoglicanos é designado por
espaco periplasmatico onde se podem acumular grande nimero de moléculas que aguardam entrada
ou saida da célula e onde ocorre uma elevada actividade enzimatica (Molloy et al., 2000 e Stratton,
2002).

Ancoradas na membrana externa encontram-se as porinas pertencentes a familia das proteinas
estruturais da membrana que formam canais hidrofilicos permitindo a difusdo ndo especifica de
pequenas moléculas (Prescott et al., 1999; Nikaido, 2003 e Kumar e Schweizer, 2005). Em E. coli as
duas principais porinas também designadas Outer Membrane Proteins (OMP) sdo a OmpC e OmpF,
consistindo em cilindros de 16 folhas 3 que definem um poro transmembranar na membrana externa
(Nikaido, 2003 e Viveiros et al., 2007). Os poros formados por OmpF séo ligeiramente maiores que 0s
formados por OmpC o que torna esta Ultima menos permeavel a moléculas de grandes dimensdes. A
expressdo das porinas € maxima em condigbes ambientais 6Optimas, sendo ajustada quando
necessario para minimizar a penetracdo de compostos nocivos ou maximizar a entrada de nutrientes
(Viveiros et al., 2007).

O mecanismo de regulacdo da expressao das porinas é complexo e depende de uma diversidade de
factores ambientais, como sejam limitacdo nutricional, temperatura, osmolaridade, pH, taxa de
crescimento e densidade celular (Liu e Ferenci, 2001). O mecanismo mais simples e melhor estudado
corresponde ao sistema envZ-ompR (Liu e Ferenci, 2001). De um modo simples e genérico, 0s genes
gue codificam para OmpC e OmpF sao regulados transcripcionalmente por este sistema regulatorio
composto pelas proteinas OmpR e EnvZ. Esta Ultima, tratando-se de uma fosforilase, detecta
alteragcfes na actividade osmotica e tem um papel na fosforilagdo e desfosforilacdo de OmpR. Na
presenca de elevada osmolaridade ocorre a fosforilacdo de OmpR (OmpR-P). Quando a
concentracdo de OmpR-P aumenta, a transcricdo de ompC é estimulada e ocorre a repressao de
ompF. Para niveis reduzidos de OmpR-P, ou seja, em condi¢des de baixa osmolaridade é activada a
accao da EnvZ fosfatase que desfosforila OmpR-P e ocorre o inverso. No entanto, 0 gene ompF, que
tem afinidade para locais de ligacdo de OmpR, é transcrito mesmo para niveis reduzidos de OmpR-P
(isto &, baixa osmolaridade) dado que a sua expressdo, mesmo a niveis basais é essencial a
sobrevivéncia da bactéria. Por outro lado, o aumento da temperatura provoca o incremento da
transcricdo da RNA antisense, micF. Este liga-se ao mMRNA de ompF inibindo a sua traducdo em
condicdes que obriguem a diminuicdo da sintese de porinas (Liu e Ferenci, 2001 e Nikaido, 2003).
Outras moléculas e reguladores globais estao envolvidos na regulacdo destes sistemas, como seja 0
regulador universal marA, todos eles respondendo a maior ou menor necessidade de controlar a
permeabiliadade pelo aumento ou diminuicdo da sintese de porinas. Liu e Ferenci (2001) e Ferenci
(2005) apresentam uma descricdo mais aprofundada sobre a regulacéo das porinas.

No tracto intestinal E. coli esta exposta a concentracdes elevadas de sais biliares pelo que lhe é
essencial minimizar o seu influxo. A pressdo osmotica e temperatura elevadas, existentes nesse
meio, favorecem a expresséo de OmpC e reprimem a expressdo de OmpF, diminuindo o influxo de
sais biliares. OmpF sera preferencialmente expressa nas condicdes inversas beneficiando o influxo

de nutrientes, nomeadamente no caso de escassez de fontes de carbono como glucose (e.g. lagos).



Em condi¢cBes de stress oxidativo, a presenca de certos compostos quimicos (e.g. salicilato) aumenta
a transcricdo de micF e previne-se a producdo de OmpF. Também em condi¢cdes de baixo pH
(pH=5,2) a expressdo de OmpF é reprimida e a de OmpC aumentada, permitindo a bactéria
sobreviver em ambientes adversos (Nikaido, 2003). Associada a esta regulacdo transcripcional
demonstrou-se recentemente, que a super expressdo de uma pequena porina, OmpX, leva a um
decréscimo na expressdo de OmpC e OmpF e a uma diminui¢cao na susceptibilidade a B-lactamicos e
outros antibioticos. O mecanismo de accdo desta pequena porina ainda nao foi compreendido mas
cré-se que podera funcionar como um inibidor directo do canal permeavel das outras porinas
funcionando como um mecanismo de resposta rapido.

Embora a OmpF e a OmpC sejam as principais porinas em E. coli, existem outras OMP’s especificas
para o transporte de certos nutrientes como sejam o fostato (PhoE), a maltose e as maltodextrinas
(LamB), os nucleosideos (Tsx), os ies ferro (FepA, FhuA), a vitamina B12 (BtuB) e os acidos gordos
(FadL). Algumas destas OMP’s séo receptores-alvo de bacteriéfagos e uma vez que se situam na
interface com o meio exterior sdo antigénios candidatos para o desenvolvimento de estratégias para a
prevencao contra bactérias patogénicas (Molloy et al., 2000).

A regulacdo da expressao das porinas, a par da regulacdo da bicamada fosfolipidica (LPS), permite
controlar a permeabilidade da membrana externa, que actua como uma barreira selectiva
contribuindo para o aumento da resisténcia aos antibioticos deste grupo de bactérias face as
bacterias Gram-positivas. No entanto, mutantes das porinas apenas demonstram um pequeno
incremento na concentracdo minima inibitéria (MIC — Minimum Inhibitory Concentration) aos
antibioticos, pelo que outros mecanismos contribuem para a resistencia inrtinseca destas bactérias
aos antibiéticos (Viveiros et al., 2007). Assim, os mesmos factores ambientais que contribuem para a
diminuicdo da sintese das porinas contribuem para o aumento da expressdo da principal bomba de
efluxo de E. coli, o sistema AcrAB. A actuacdo simultdnea destes factores contribui sinergisticamente
para a prevencao do influxo de substancias toxicas na célula e em Ultima analise para a emergéncia

de resisténcia a diversas substancias (Liu e Ferenci, 2001; Nikaido, 2003 e Viveiros et al., 2007).

1.2. Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia tem sido definida como a capacidade, temporaria ou permanente, de um microrganismo
e a sua descendéncia, em permanecer viavel e/ou multiplicar-se sob condi¢cdes que destruiram ou
inibiriam membros da mesma estirpe (Cloete, 2003), ou seja, corresponde a um aumento da
capacidade de sobreviver em presenca de concentracdes superiores de antibiotico, traduzido no
aumento da MIC e consequente reducdo ou total afectacdo da eficiéncia clinica do antibidtico
(Pallasch, 2003).

Em resposta a presséo crescente de antibioticos, erigida pela sua prescri¢éo livre quer para humanos
como animais, generalizando o seu uso, a utilizacdo de doses e duracdo da terapéutica
antimicrobiana inadequadas e o desconhecimento do perfil de sensibilidade dos microrganismos
infectantes (falha/auséncia de ferramentas adequadas de diagnostico) levou a que estes

desenvolvessem e estabilizassem varios mecanismos de resisténcia, para evitar os seus efeitos



bactericidas ou bacteriostaticos. Estas estratégias estdo a comprometer a utilidade da terapia
antimicrobiana e a tornarem-se num problema crescente de salude publica quer na comunidade quer
em ambientes hospitalares (Lomovskaya e Watkins, 2001a; Pena et al., 2002; Pallasch, 2003 e
Hooper, 2005).

1.2.1. Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana

Do ponto de vista molecular e bioquimico a resisténcia a antibioticos ocorre tipicamente como
resultado de um ou mais dos seguintes mecanismos: (1) inactivacdo enziméatica do agente
antimicrobiano; (2) alteracéo da molécula alvo e (3) reducdo da acumulagao do agente antimicrobiano
por diminuicdo da permeabilidade da membrana e/ou aumento da actividade de efluxo (Hogan e
Kolter, 2002; Kumar e Shweizer, 2005; Marquez, 2005; Gootz, 2006; Yamada et al., 2006 e Poole,
2007). Estes correspondem aos mecanismos de resisténcia bacteriana clinicamente mais relevantes
(Langton et al., 2005).

1.2.1.1. Inactivacao Enzimatica

A inactivacdo enzimatica do agente antimicrobiano € um mecanismo comum de resisténcia que
permite modificar/degradar o composto estranho a célula tornando-o ineficaz (McDonnel e Russel,
1999). Uma vez que muitos antibioticos sdo produzidos por organismos existentes no solo, esta é
uma estratégia comum adoptada pelos restantes microrganismos de modo a garantir a sua
sobrevivéncia. Por outro lado, dado que 0s genes que codificam para estes enzimas predominam em
plasmideos e transposdes sao facilmente disseminados pelas bactérias patogénicas a medida que
aumenta a presséo selectiva que advém do uso de antibidticos. Os agentes antimicrobianos podem
ser inactivados por inactivagdo enzimatica ou modificacdo quimica (Powell, 2000). O exemplo
classico da primeira estratégia de resisténcia consiste na hidrolise do anel dos antibidticos B-
lactamicos (e.g. penicilinas e cefalosporinas) por B-lactamases (Figura 1.3.). As bactérias produtoras
deste enzima secretam-no para o espaco periplasmatico onde hidrolizam o anel B-lactamico destes
antibiéticos, resultando numa molécula linear incapaz de se ligar ao receptor PBPs (Penicillin-Binding
Proteins) na membrana citoplasmatica. Uma Unica B-lactamase é capaz de hidrolisar 1000 moléculas
de antibidticos B-lactamicos por segundo (Walsh, 2000; McKeegan et al., 2002 e Pallasch, 2003).
Esta pode ser uma caracteristica intrinseca, resultar de uma mutagéo que desreprime a sintese dos
genes cromossOmicos ou pode ser adquirida horizontalmente por elementos genéticos moveis
(plasmideos ou transposbes) (Poole, 2002).

De entre os problemas mais comuns colocados por estes enzimas hidroliticos constam: a facil
disseminacdo genética dos elementos que os codificam, tendéncia para inibir rapidamente novos
agentes antimicrobianos e aumento da resisténcia aos inibidores de B-lactamases (e.g. acido

clavulanico) (Pallasch, 2003).
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Figura 1.3. — Mecanismos de inactivacdo enzimatica. A. Hidrélise da penicilina pela -lactamase antes de
atingir o alvo (PBP) na membrana citoplasmética numa bactéria Gram-negativa. B. Processos de modificagdo

enzimatica da canamicina (adaptado de Walsh, 2000).

Outros enzimas bacterianos actuam modificando os antibiéticos por adicdo de grupos quimicos, o que
resulta num decréscimo da afinidade do antibiético ao alvo (Figura 1.3.). Um exemplo tipico s&o as
acetiltransferases que alteram o cloranfenicol convertendo-o numa forma mono ou di-acetato. De um
modo semelhante, a acetilagdo, fosforilacdo e adenilagdo de aminoglicosidos pelo enzima
correspondente (acetil-, fosforil — e adenil transferases, respectivamente) reduz a afinidade destes
antibiéticos ao respectivo alvo no RNA no ribossoma, pelo que ndo se ligam e interrompem a sintese
proteica (Walsh, 2000; McKeegan et al., 2002; Poole, 2002 e Pallasch, 2003).

1.2.1.2. Alteracéo da Molécula Alvo

Este processo consiste na “reprogramacao” ou “camuflagem” da molécula alvo (receptor) (Walsh,
2000), resultando numa reducéo ou inibicdo total da afinidade do agente antimicrobiano ao alvo. A
modificacdo do local da ligacdo pode
originar a utlizacdo de novas Vvias
metabdlicas que ndo usam o antibiético
como substrato, fazendo com que este seja
ineficaz (Masterton, 2003). Um exemplo
tipico, e amplamente disseminado, € o

desenvolvimento de resisténcia clinica a

meticilina por Staphylococcus aureus

(MRSA - Methicilin Resistant N-acyl-D-Ala-D-Ala N-acyl-D-Ala-C

Staphylococcus aureus) originada pela

. o Figura 1.4. — Alteracdo da ligacdo amida do terminal D-
aquisicdo do gene mecA que codifica uma
] o o Ala-D-Ala do peptidoglicano na ligagéo ester do terminal
PBP de baixa afinidade a este antibittico e x -
D-Ala-D-Lac. Redugéo de 1000 vezes na afinidade para o

outros B-lactamicos. A resisténcia a ¢ pstrato (retirado de Walsh, 2000).

penicilina pode ainda advir de mutacdes



nas PBPs bem como da expressédo de outras PBPs com menor afinidade ao antibiético. Igualmente a
utilidade do Gnico antibiético eficaz no combate a MRSA - vancomicina — estd comprometida.

Este antibiético provoca a disrupcao da sintese da parede celular por ligacdo ao terminal D-Ala-D-Ala
do UDP-N-acetilmuramil-pentapeptido, percursor do peptidoglicano impedindo a ligacdo cruzada
deste. A resisténcia a este composto resulta da sintese de um pentapéptido percursor possuindo um
terminal alterado (D-Ala-D-lac ou D-Ala-D-ser), catalizado pelos produtos do gene van. Este tem
menor afinidade a vancomicina, o que ira permitir a sintese completa da parede celular (Walsh, 2000;
McKeegan et al., 2002 e Poole, 2002).

Outros exemplos da resisténcia por modificagdo da molécula alvo sdo a resisténcia a
fluoroquinolonas que é atribuida a mutagdes nos seus alvos (DNA girase (gyrA) e topoisomerase
IV(parC)) e a resisténcia a tetraciclinas, macrélidos e aminoglicosidos que é atribuida a mutagfes no
DNA que codifica partes integrantes da estrutura dos ribosssomas (Walsh, 2000; McKeegan et al.,
2002 e Poole, 2002).

1.2.1.3. Reducdo da Acumulacdo do Agente Antimicrob iano: Barreiras de Permeabilidade e
Actividade de Efluxo

1.2.1.3.1. Permeabilidade da Membrana Externa

Para que os antibiéticos exercam os seus efeitos bacteriostaticos ou bactericidas tém de aceder aos
seus alvos intracelulares (Poole, 2002), tendo para tal que ultrapassar barreiras fisicas e acumular em
concentragdes tais que possam actuar num periodo de tempo razoavel (Walsh, 2000). Existem
diversas estratégias através das quais ocorre a redugdo da acumulagéo intracelular dos antibiéticos:
alteracdo da estrutura da membrana celular, alteracdo ou reducéo de porinas e efluxo activo (Langton
et al.,, 2005) (Figura 1.5.). Uma estratégia intrinseca de auto proteccdo € a construcdo de uma
barreira externa de permeabilidade, que protege os microrganismos dos agentes quimicos produzidos
pelo hospedeiro, existentes livres na natureza ou introduzidos pelo Homem (Nikaido, 2001). Todas as
bactérias possuem uma membrana citoplasmatica que retém metabolitos e macromoléculas
intracelulares e as protege do ambiente externo. No entanto, em bactérias Gram-negativas esta
barreira de permeabilidade corresponde, essencialmente, a membrana externa de lipopolissacaridos
(LPS) e, explica, em parte, a maior resisténcia destas face as bactérias Gram-positivas (Nikaido,
2001; Poole, 2002 e Langton et al., 2005). Exemplos de agentes aos quais as bactérias Gram-
negativas demonstraram indices elevados de resisténcia intrinseca sao as penicilinas lipofilicas (e.qg.
oxacilina), eritromicina, novobiocina, acido fusidico, quinolonas, algumas rifampicinas e recentes
agentes antimicrobianos sintéticos como as oxazolidinonas. Cerca de 90% dos agentes
antimicrobianos de origem natural demonstraram ser eficazes contra bactérias Gram-positivas
enquanto nao tinham actividade suficiente contra E. coli (Nikaido, 1998). A constatacdo da
importancia desta estrutura na resisténcia adveio da observagédo de que perturbacdes na membrana
externa por agentes quimicos aumentam a susceptibilidade bacteriana (Nikaido, 2001) e pela

constatacdo de que nela existem diversos mecanismos que permitem a reducdo da entrada de



agentes antimicrobianos em particular através de canais nao especificos, as porinas (ponto 1.1.3. da
introduc@o) que impdem diversas restricbes ao influxo dos solutos. Adicionalmente verificou-se a
existéncia de mecanismos mais ou menos especificos de efluxo de substancias nocivas, as bombas
de efluxo. Estas tém uma actividade mais especializada no controlo da permeabilidade enquanto o
movimento generalizado de moléculas essenciais, de e para a célula bacteriana Gram-negativa, é
feito através do controlo dos canais de transporte membranar (porinas). Apesar de serem estruturas
sem a capacidade de seleccao de moléculas a transportar as porinas podem restringir o transporte de

diferentes moléculas por diferentes mecanismos (Nikaido, 2001 e Mckeegan et al., 2002).
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Figura 1.5. — Permeabilidade da membrana externa e sistemas de efluxo em bactérias Gram-negativas
(adaptado de Nikaido, 2001).
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1.2.1.3.1.1. Restri¢cdes pelo tamanho

[0}
O diametro do poro (11 x 7 A) formado pela maior porina de E. coli (OmpF, dimensé&o igual a 38

KDa) permite o influxo de nutrientes importantes a célula, mas impede a entrada da maioria dos
antibiéticos de maior dimensao no meio intracelular (Nikaido, 1998 e McKeegan et al., 2002), tal como
a maioria das porinas que tém menor dimensdo que OmpF. Solutos flexiveis com peso molecular
relativamente elevado mas com uma é&rea de seccao pequena podem passar através das porinas

apesar de lentamente, como polietilenoglicol (Nikaido, 2001).

1.2.1.3.1.2. Restri¢cdes devido a hidrofobicidade

A localizacdo de moléculas de agua junto aos poros faz com que as porinas constituam uma via
primordial para a entrada de moléculas hidrofilicas de pequenas dimensdes. Em oposigdo, a
passagem de moléculas lipofilicas e anfifilicas (hidrofilicos e/ou hidrofébicos) através destas
estruturas é extremamente lenta (Nikaido, 2001; Hogan e Kolter, 2002 e McKeegan et al., 2002). No
entanto, estes compostos podem penetrar no interior da célula por difusdo através da membrana
externa de LPS, dissolvendo-se no interior da cadeia de hidrocarbonetos da bicamada lipidica e

redissolvendo-se na fase aquosa no interior da célula (Nikaido, 1998 e McKeegan et al., 2002).



Compostos hidrofébicos de maiores dimensdes (e.g. vitaminas) entram no meio intracelular através
de canais especializados (Nikaido, 1998; Hogan and Kolter, 2002 e McKeegan et al., 2002).

1.2.1.3.1.3. Restri¢cbes devido a carga

De entre as cefalosporinas aquelas com maior carga negativa atravessam mais lentamente as
porinas que as monoanionicos e estas mais lentamente que os compostos zwiterides (Nikaido, 2001
e Mckeegan et al., 2002). Este efeito serd devido a presenca de maior densidade de residuos de
aminodcidos basicos, que determina a presencga de cargas negativas em torno de OmpF (Nikaido,
2001). Ao contrario de OmpF e OmpC de E. coli, PhoE, expressa sob condi¢cdes de privagdo de

fosfato, prefere anides.

1.2.1.3.1.4. Restri¢cdes devido ao numero de canais  activos

O numero de canais activos determina o acesso do antibiético ao alvo (Mckeegan et al., 2002), pelo
que muitos microrganismos desenvolveram mecanismos de reducdo da permeabilidade celular quer
por diminuicdo da expressao destes canais, com a consequente diminuicdo do seu ndmero na
membrana externa, quer pelo seu fecho (Pallasch, 2003). Um exemplo ilustrativo diz respeito as
porinas ditas “lentas”. A permeabilidade da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa a solutos
hidrofilicos € cerca de duas vezes inferior a de E. coli. Adicionalmente, a porina OprF, abundante na
membrana externa de P. aeruginosa, permite apenas o influxo de pequenas moléculas apesar do seu
limite de exclusado ser superior ao de OmpF de E. coli. Este aparente paradoxo foi explicado através
de estudos relativos a OmpA de E. coli, porina homéloga de OprF de P. aeruginosa. Estes
demonstraram que esta proteina pode conter duas conformacgdes, sendo que apenas 2% dos poros
estdo sempre conformacionalmente activos, tal como sucede para OprF, enquanto 98% dos poros
adoptam uma conformacdo na qual ndo formam um canal (Nikaido, 2001 e Mckeegan et al., 2002).
Concluiu-se que para porinas lentas (como OmpA e OprF) a velocidade de influxo dos solutos é
reduzida pela adopcdo de conformacdes alternativas das proteinas que as constituem estando o
balanco entre os dois estados conformacionais dependente das solicitacdes ambientais (Nikaido,
2001).

A perda de porinas por mutagdo aumenta a resisténcia a antibidticos hidrofilicos, uma vez que, como
referido, estes canais constituem a via primordial de entrada destes compostos na célula (Nikaido,
2001). No entanto, esta mutacdo gera uma desvantagem ao organismo mutante, uma vez que 0S
nutrientes entrardo mais lentamente na célula (Mckeegan et al., 2002 e Nikaido, 2003).

Exemplos do aumento de resisténcia por perda de porinas reportam a resisténcia a -lactamicos, em
espécies de Klebsiella e Enterobacter aerogenes (Nikaido, 2003). Em isolados clinicos, um dos
primeiros exemplos relativos a resisténcia por perda de porinas é referente a espécies de Serratia
marcescens que se tornaram resistentes simultaneamente a aminoglicosidos e p-lactdmicos (Nikaido,

2003). Outro exemplo classico é a perda da porina OprD, especifica para carbapenemo em P.



aeruginosa, que ocorre em 50% dos pacientes tratados com o carbapenemo B-lactdmico, imipenemo
(Nikaido, 1994 e Hancock, 1997).

Em suma, em bactérias Gram-negativas a membrana externa funciona como uma barreira de
permeabilidade ao influxo de diversas substancias (e.g. antibidticos, detergentes e corantes) (Kohler
et al., 1999 e Viveiros et al., 2007), com as porinas a retardar a penetracao de pequenas moléculas
hidrofilicas e a reduzida fluidez desta estrutura a limitar a difusdo de moléculas lipofilicas/hidrofébicas
(Kohler et al.,, 1999). No entanto, a diminuicdo da sua permeabilidade apenas retarda a entrada
destes compostos na célula, contribuindo somente para niveis reduzidos ou basais de resisténcia
intrinseca. Contudo, quando conjugado com outros mecanismos, como a actividade de efluxo, ocorre
um aumento significativo da resisténcia intrinseca a uma substancia especifica (Nikaido, 2001;
Pallasch, 2003 e Viveiros et al., 2007).

1.2.2. Mecanismos de Aquisicao de Resisténcia

1.2.2.1. Resisténcia Intrinseca e Resisténcia Adqui  rida

A resisténcia pode ser uma caracteristica natural - resisténcia intrinseca - , ou ser adquirida (Poole,
2005 e Guglierame et al., 2006). A resisténcia intrinseca (ou inata) define-se como uma caracteristica
natural, controlada cromossomicamente pela bactéria e que permite bloquear/conter a accdo do
agente antimicrobiano sendo expressa apenas na sua presenga e por isso € uma caracteristica
transitéria (McDonnel e Russel, 1999). Esta capacidade é conseguida sem que a bactéria adquira
elementos de resisténcia externos (Powell, 2000). Na resisténcia adquirida populagbes de bactérias
inicialmente susceptiveis tornam-se resistentes a determinado agente antimicrobiano, por ocorréncia
de mutacdes (evolugcdo vertical) ou aquisicdo de material genético exdégeno que codifica para a
resisténcia (evolucdo horizontal), com a consequente seleccdo do mais apto. Este prolifera e
dissemina-se sob condi¢des de pressao selectiva na presenca desse agente (Gluglierame et al., 2006
e Tenover, 2006). As bactérias resistentes poderdo tornar-se persistentes na natureza devido a
estabilidade dos genes de resisténcia e dos elementos de transferéncia embora o mais frequente é
desaparecerem do ambiente na auséncia do factor de selec¢do pois os determinantes genéticos de
resisténcia diminuem a sua aptidao (fitness) em comparacdo com a populacdo com o genétipo

selvagem (sensivel) (Hogan e Kolter, 2002 e Marquez, 2005).

1.2.2.1.1. Resisténcia Intrinseca - Adaptacao Fisio  logica

Actualmente, tem-se prestado grande atencdo a importancia dos estados fisiolégicos na
sobrevivéncia das bactérias na presenca de antibidticos. Sendo reconhecido que as bactérias
possuem complexos mecanismos intrinsecos de resisténcia que Ihes permite adaptar
fisiologicamente as pressdes antibiéticas selectivas controlando de um modo habil o seu estado de
aptidao (Hogan e Kolter, 2002).
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1.2.2.1.1.1. Fase Estacionaria

A limitacdo nutricional traduz-se em taxas reduzidas de crescimento que sdo responsaveis pela
reducdo da actividade metabdlica e diminuicdo da permeabilidade, o que origina 0 aumento da
resisténcia a multiplos agentes antimicrobianos. Adicionalmente, verificou-se que culturas de E. coli
em fase estacionaria produzem um factor difusivel que induz resisténcia a antibiéticos nas células em
crescimento e que se cré estar associado ao controlo transcripcional da expresséo das porinas. Este
factor é diferente dos conhecidos como quorum sensing e a natureza e resposta do sinal ainda nao

sdo conhecidas (Hogan e Kolter, 2002).

1.2.2.1.1.2. Variagao Fenotipica

A susceptibilidade aos antibiéticos esta sempre associada a um decréscimo de aptiddo para
sobreviver num ambiente na presenca de antibidticos, o fitness na designacdo anglosaxénica, e
consequentemente as bactérias reagem com mecanismos fenotipicos e populacionais para atenuar a
desvantagem no crescimento conferida pela presenca destes compostos (Hogan e Kolter, 2002). A
forma mais rapida e imediata de resposta a esta presséo € a variagdo fenotipica onde intervém os
mecanismos que sdo objecto de estudo neste trabalho, a variacdo da permeabilidade e o transporte
de moléculas para o exterior da célula (Kohler et al., 1999 e Viveiros et al., 2007). Embora esta
resposta seja a nivel de cada célula, no conjunto da populacdo bacteriana desenvolvem-se
igualmente respostas de grupo que ampliam grandemente a efectividade e consequentemente a

resisténcia aos antibioticos.

1.2.2.1.1.3. Biofimes

A dificuldade no tratamento de infec¢des por biofilmes (associacdo de microrganismos agregados em
extensas camadas de exopolissacaridos) deve-se ao aumento da resisténcia das bactérias que o
constituem. Os mecanismos convencionais de resisténcia (controlo de permeabilidade e actividade de
efluxo, inactivagcdo enzimatica e alteracdo da molécula alvo) ndo séo suficientes para explicar, por si
s06, o elevado nivel de resisténcia das bactérias no biofilme. Por outro lado, quando as bactérias sao
dispersas do biofilme, tornam-se rapidamente susceptiveis aos antibidticos o que sugere que a
resisténcia ndo é adquirida (via mutacdes ou por elementos genéticos moéveis) mas sim intrinseca e
potenciada pela associacdo das células no biofiime onde cohabitam diferentes populacées com
diferentes fenétipos (Stewart e Costerton, 2001). Deste modo, a resisténcia nos biofilmes tem sido
associada a limitacédo difusional do antibidtico que se traduz num abrandamento (se o antibiotico for
degradado) ou incompleta penetracdo do agente no biofiime. Esta é funcdo de interaccdes idnicas,
viscosidade, limite de exclusdo e aumento da distancia a percorrer pelo agente antimicrobiano
(Stewart e Costerton, 2001 e Cloete, 2003). Recentemente, tem sido proposto como mecanismo de
resisténcia, a existéncia de subpopulagBes de microrganismos que formam um estado fenotipico

Unico e altamente protegido, num estado semelhante ao de formacdo de esporos (Stewart e
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Costerton, 2001 e Hogan e Kolter, 2002). Taxas reduzidas de crescimento resultantes de limitacdo
nutricional sdo acompanhadas pelo aumento da resisténcia a mdultiplos agentes antimicrobianos,
devido a reducéo da actividade metabdlica e consequente diminuicdo da permeabilidade (Hogan e
Kolter, 2002 e Cloete, 2003). A alteracao quimica do microambiente por gradientes de concentracdo
de nutrientes, oxigénio, diferencas de pH por acumulacéo de desperdicios acidos, € um fenémeno

descrito em biofilmes (Figura 1.6.). Os mecanismos de resisténcia dependem nao s6é da matriz que

compde o biofilme como também do antibiotico que o &
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5 ® o TR
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da taxa de infeccdo dos pacientes, sendo mesmo a

causa de infeccdes persistentes, podendo durar  Figura 1.6. — Hipotéticos mecanismos
de resisténcia em biofilmes (adaptado de

Stewart e Costerton, 2001)

meses, anos ou até mesmo toda a vida (McDonnel e
Russel, 1999; Stewart e Costerton, 2001 e Hogan e
Kolter, 2002).

1.2.2.1.2. Resisténcia Adquirida

1.2.2.1.2.1. Mutacgdes

A resisténcia adquirida por via de mutagdes cromossdmicas € um fendmeno que ocorre com baixa
probabilidade (um para um milhdo de divisGes celulares). No entanto, a sua ocorréncia em bactérias
alojadas no hospedeiro é superior a observada in vitro, sendo mais frequente em populacdes
bacterianas regularmente sujeitas a antibioterapia como é o0 caso de pacientes internados em
hospitais, idosos em lares ou imunosuprimidos crénicos (Prescott et al., 1999 e Pallasch, 2003). As
mutagOes espontaneas podem causar resisténcia por: (1) alteracdo da proteina alvo a que o agente
antimicrobiano se liga, modificando ou eliminando o local de ligacdo (e.g. alteracdo de PBPs nos (-
lactdmicos); (2) aumento da producdo de enzimas que inactivam o agente antimicrobiano; (3)

alteracdo da expressdo ou da estrutura dos componentes proteicos de um canal da membrana
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externa (e.g, alteracdes nas Omps) e 4) activacao da expressao de bombas de efluxo que expulsam

0 agente antimicrobiano do meio intracelular (e.g. efluxo de fluoroquinolonas ) (Tenover, 2006).

1.2.2.1.2.2. Aquisicdo de Material Genético Exdgeno

A evolucédo horizontal pode ocorrer entre estirpes da mesma espécie ou entre bactérias de estirpes e
géneros distintos. Os mecanismos de transferéncia genética incluem a conjugacgéo, a transformacao
e a transduccdo e estdo envolvidos diversos elementos transmissiveis: bacteriéfagos, plasmideos,
transposdes e integrdes (Pallasch, 2003 e Tenover, 2006).

Na conjugacao a informacédo genética é transferida por via de plasmideos, transposdes e integrdes
através de estruturas proteicas designadas por pillus sexual, no caso de bactérias Gram-negativas
(Pallasch, 2003 e Tenover, 2006). Estes elementos genéticos transportam ndo s6 genes de
resisténcia a antibiéticos como também genes de viruléncia responsaveis por danos directos ou
indirectos, via resposta inflamatéria, no hospedeiro (Prescott et al., 1999 e Pallasch, 2003).

A transformacdo € o processo através do qual as bactérias adquirem e incorporam segmentos de
DNA livre do ambiente circundante, em geral proveniente da lise de outras bactérias. Este fenémeno
ndo é muito comum e requer a interacgdo entre a ligagdo de genes, entrada e sua integracdo no
cromossoma. Pelo menos 50 bactérias, incluindo Streptococcus pneumoniae, sdo capazes de
efectuar este tipo de fenomeno (Prescott et al., 1999; Pallasch, 2003 e Tenover, 2006).

Na transduccdo os genes de resisténcia sao transferidos entre bactérias através de bacteriéfagos
(virus bacterianos). O bacteri6fago infecta a bactéria injectando uma molécula de acido nucleico que
serd utilizada como molde para a sintese de mMRNAs virais e de novos genomas virais. A traducao
deste fragmento leva a producao de uma série de enzimas e proteinas estruturais envolvidas no ciclo
de desenvolvimento do fago que muitas vezes incluem determinantes de resisténcia aos antibiéticos.

Julga-se que este é um fendbmeno raro (Prescott et al., 1999; Pallasch, 2003 e Tenover, 2006).

1.3. Bombas de Efluxo

Uma mecanismo cada vez mais prevalente de resisténcia, associado a diminuigdo da permeabilidade
da membrana corresponde ao efluxo activo de antibidticos (Langton et al., 2005). As bombas de
efluxo sédo proteinas ubiquas transportadoras localizadas na membrana celular, existentes em
procariontes e eucariontes (Webber e Piddock, 2003; Langton et al., 2005; Marquez, 2005 e Pages et
al., 2005).

Este fendmeno foi pela primeira vez reconhecido como mecanismo de resisténcia por S. Levy e seus
colaboradores em 1978, em isolados de E. coli resistentes & tetraciclina tendo sido, até & data, o
Gltimo mecanismo de resisténcia a ser identificado (Kohler et al., 1999, Bambeke et al., 2006 e Poole,
2007). Desde entdo, tem sido demonstrado que o efluxo de agentes antimicrobianos pode ser
mediado por mais de uma bomba de efluxo num Unico microrganismo e que a maioria dos antibiéticos
estdo sujeitas a este mecanismo de resisténcia o que afecta a eficacia dos antibidticos antigos e
recentes (Lomovskaya e Bostian, 2006). Este mecanismo de resisténcia pode ser adquirido, ou ser

uma caracteristica intrinseca que resulta da expressao de bombas de efluxo constitutivas. Existem
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evidéncias de que o tamanho do genoma se reflecte proporcionalmente no nimero de genes que
codificam para as BE sendo uma medida da plasticidade das bactérias em se adaptarem ao ambiente

e as suas variacdes extremas (Piddock, 2006a).

1.3.1. Evolucao e Fung¢bes Naturais dos Sistemas de  Efluxo

Os sistemas de efluxo podem actuar selectivamente sobre um antibiético ou classe de antibiéticos
(e.g. bomba de efluxo Tet, responsaveis pelo efluxo de tetraciclinas em E. coli ou BE Mef de
Streptococcus pneumoniae especificas para macrélidos) ou, pelo contrario, uma Unica proteina pode
conferir resisténcia a uma diversidade de compostos estruturalmente distintos com diferentes modos
de accao (e.g. transportadores RND de bactérias Gram-negativas). Estas designam-se por bombas
de efluxo de resisténcia a mudltiplos compostos - MDR (Multidrug Resistance) (Hooper, 2005;
Lomovskaya e Bostian, 2006; Piddock, 2006b; Poole e Lomovskaya, 2006 e Poole, 2007).

1.3.1.1. Bombas de Efluxo Especificas

Os genes que codificam para o efluxo especifico de certas classes de antibioticos encontram-se,
tipicamente, em elementos genéticos moveis (e.g. transposdes, integrées e plasmideos), tendo estes
sido, eventualmente, adquiridos a partir de outros microrganismos, porventura produtores de
antibiéticos onde funcionam como um mecanismo de auto proteccdo. Assim, 0os genes que codificam
BE localizados em plasmideos podem ser facilmente adquiridos por outras bactérias onde repliquem

contribuindo para a disseminac¢éo da resisténcia (Hooper, 2005 e Poole, 2005).

1.3.1.2. Bombas de Efluxo MDR

Em oposicao, os genes que codificam para as bombas de efluxo responsaveis pela multirresisténcia
sdo quase invariavelmente constituintes naturais dos cromossomas bacterianos, sendo expressos
constitutivamente (contribuindo para a resisténcia intrinseca) ou apds mutacdo dos seus mecanismos
de regulacdo (onde sdo responsaveis pela resisténcia adquirida) (Poole, 2007). Estes estao
presentes quer em bactérias susceptiveis como em bactérias resistentes a antibiéticos, sendo que a
sua expressao pode ser induzida pelos seus substratos, condicfes ambientais e muta¢cfes nos genes
regulatérios, de modo a que estirpes aparentemente susceptiveis possam super expressar a proteina
de efluxo e tornar-se resistentes (Hooper, 2005 e Piddock, 2006a). Assim, as bactérias tém o
potencial de desenvolver resisténcia a mdltiplas drogas sem aquisicdo de determinantes de
resisténcia especificos, devendo-se tal facto apenas ao aumento do seu efluxo. Este pode ser devido
a simples desrepressdo ou inducdo da expressdo genética de BE em resposta a um estimulo ou
mediado por mutagfes: (1) no gene represssor local; (2) no gene regulatério global; (3) na regido
promotora do gene transportador ou (4) por insercdo de elementos a montante do gene transportador
(Lomovskaya e Watkins, 2001 e Piddock 2006a). Esta estratégia permite que a bactéria sobreviva por

um periodo mais alargado de tempo, o que aumenta o nimero de efectivos da populagdo sob
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antibioterapia, de modo que aumenta a frequéncia com que podem ocorrer mutacdes em outros
genes, tais como os que codificam proteinas alvo. Consequentemente aumenta a probalilidade de se
estabilizar e acumular nessa populacdo mutacdes para a resisténcia (Webber e Piddock, 2003 e
Piddock, 2006a). Deste modo, tem sido sugerido que 0 aumento da expressdo de BE possa ser o
primeiro passo para que a bactéria se torne totalmente resistente. Conjuga-se assim a variagado
fenotipica por aumento do efluxo que permite a sobrevivéncia inicial ao choque antibiético, a biologia
das populag8es bacterianas que garante o niumero de efectivos na populagao sobrevivente, de onde,
por fim, emerge um mutante resistente que se propaga no ambiente selectivo (Piddock, 2006a).

Os sistemas de efluxo bacterianos ndo tém como funcéo primaria o efluxo de antibidticos pois estes
sistemas séo anteriores a era dos antibiéticos (Piddock, 2006b e Poole, 2007). Estudos recentes
evidenciaram que os antibiéticos sdo substratos “oportunistas”, que criaram a pressdo selectiva
necessaria para a super expressdo das BE, como um mecanismo ndo especifico de resposta, pois
estes sistemas tém originalmente uma dupla funcéo fisiolégica natural. Por um lado, o transporte de
moléculas endogenas pouco difusiveis (remocdo de toxinas, metabolitos intracelulares, produtos
finais da fermentacgéo) e por outro o efluxo de substancias difusiveis potencialmente nocivas (toxinas
e agentes antimicrobianos presentes no ambiente), permitindo a sua sobrevivéncia em ambientes
hostis, numa funcdo de auto proteccdo (Kumar e Scweizer, 2005; Marquez, 2005; Poole, 2005;
Bambeke et al., 2006 e Lynch, 2006).

A observacdo da inducdo dos sistemas de efluxo bacteriano na presenca de sais biliares em
bactérias cujo habitat natural é o trato gastrointestinal (rico em acidos gordos e sais biliares), e a
hipersusceptibilidade de mutantes destes sistemas a estes compostos demonstrou a importancia
destes no efluxo e proteccéo contra substancias nocivas (Kumar e Scweizer, 2005 e Piddock, 2006a).
Em bactérias produtoras de antibiéticos estes sistemas conferem imunidade aos compostos
produzidos bem como permitem a protec¢do contra antibiéticos produzidos por competidores
ambientais (Walsh, 2000 e Lynch, 2006).

Os sistemas MDR estao expressos em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas. Contudo,
€ nas bactérias Gram-negativas que exercem o0 maior efeito ao nivel da reisténcia intrinseca e
adquirida, alterando vérias ordens de magnitude a susceptibilidade bacteriana. Tal deve-se ao efeito
combinado da barreira de permeabilidade formada pela membrana externa e o efluxo onde o
substrato € capturado directamente do espaco periplasmatico e enviado para o meio extracelular

(Lomovskaya e Bostian, 2006).

1.3.2. Estrutura das Bombas de Efluxo

As BE podem ser formadas por um componente ou constituirem estruturas multicomponentes
(Cristobal et al., 2006 e Piddock, 2006b). Em bactérias Gram-positivas as BE excretam o substrato
directamente para o meio extracelular através da membrana citoplasmatica, sendo estas BE
constituidas por um s6 componente. Estas bombas de efluxo estdo igualmente presentes em
algumas bactérias Gram-negativas e, como resultado, o substrato é excretado para o espago

periplasmatico (e.g. bombas de efluxo Tet(A)). No entanto, nestas bactérias existem BE que efectuam
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o efluxo do substrato directamente para o meio extracelular, ultrapassando o espaco periplasmatico e
a membrana externa (Figura 1.7.). Estes sistemas de efluxo estdo organizados em estruturas
multicomponentes que atravessam as membranas interna e externa (Lomovskaya e Watkins, 2001a e
Cristébal et al., 2006). Esta estrutura de BE é exclusiva das bactérias Gram-negativas e como
exemplos melhor caracterizados constam os sistemas AcrAB-TolC de E. coli e MexAB-OprM de P.
aeruginosa (Pages et al., 2005 e Cristobal et al., 2006). Os sistemas multicomponentes constituem,
tipicamente, estruturas tripartidas e englobam uma proteina transportadora, localizada na membrana
interna (e.g. AcrB e MexB de E. coli e P. aeruginosa, respectivamente); uma proteina membranar de
fusdo (MFP — Membrane Fusion Protein) localizada no espaco periplasmatico (e.g. AcrA e MexA de
E. coli e P. aeruginosa, respectivamente) e uma proteina da membrana externa (OMP) que forma um
canal (e.g. TolC e OprM, de E. coli e P. aeruginosa, respectivamente) (Mckeegan et al.,, 2003 e
Piddock, 2006a). O efluxo directo para 0 meio extracelular cria a possibilidade de dois mecanismos
de resisténcia (barreira de permeabilidade da membrana externa e efluxo activo de multiplas drogas)
actuarem sinergeticamente de modo a que a célula adquira um potente mecanismo de defesa, como
anteriormente referido. Adicionalmente, reduz-se a concentragdo de substdncias ndo s6 no
citoplasma como também no espaco periplasmatico, o que pode explicar o facto de as BE protegeram
as bactérias contra antibiéticos B-lactamicos uma vez que as proteinas receptoras das penicilinas se
localizam neste espaco (Lomovskaya e Watkins, 2001a e Nikaido, 2001). Igualmente, em bactérias
Gram-negativas, a expressao combinada de BEs compostas por um componente e BEs
multicomponente produz um efeito multiplicativo no nivel de resisténcia uma vez que as moléculas
sdo bombeadas para o espaco periplasmatico e dai para o meio extracelular (Nikaido, 2001 e Palmer,
2003).

Composto Anfifilico Composto Anfifilico
Canal da

Membrana
Externa

)
. mmm Membrana

Externa

Porina 7 |

b

1 Proteina
1 Membranar
de Fuséo

E{)EPEE_IG&IE,I@E} Membrana
ifiﬂuil:’(:(:i\:? Interna

Bomba de Efluxo Bomba de Efluxo Bomba de Efluxo
Unicomponente | Unicomponente Multicontponente |

Célula Gram-positiva Célula Gram-negativa

Figura 1.7. — Diversidade estrutural de BE em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (adaptado de
Nikaido, 1998).
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1.3.3. Diversidade Bioldgica das Bombas de Efluxo

Os sistemas de efluxo efectuam o transporte dos seus substratos com gasto de energia e como tal
podem ser agrupados de acordo com caracteristicas bioenergéticas e estruturais em: (1)
transportadores activos primarios que obtém a energia por hidrélise de ATP e sdo também
designados transportadores ABC e (2) transportadores activos secundarios que actuam por
mecanismos de simporte e antiporte, isto €, acoplam o efluxo do substrato ao transporte de um protéao
(PMF — Proton Motive Force) ou ido metdlico (sédio) de acordo com o gradiente de concentracfes
(Paulsen et al., 1996; Bambeke et al., 2000; Langton et al., 2005 e Lynch, 2006).

Os transportadores secundarios encontram-se genericamente subdivididos em quatro grandes
familias, de acordo com as semelhangas na estrutura proteica primaria e secundaria em (Langton et
al., 2005 e Marquez, 2005): (1) Major Facilitor Superfamily (MFS); (2) a superfamilia Resistance-
Nodulation cell Division (RND); (3) Small Multidrug Resistance (SMR), subfamilia da superfamilia
Drug Metabolite Transporters (DMT) e (4) Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE)
subfamilia da superfamilia Multidrug Oligosaccharidyl-lipid/Polysaccharide (MOP) (McKeegan et al.,

2003; Bambeke, 2006; Lynch, 2006; Poole e Lomovskaya, 2006 e Poole, 2007).

MFS RND SMR
H* Nutriente H* H* H*

Antibiético Antibiético  Antibidtico

Antibiético
Toxina
Antibiético

ATP Téxina Figura 1.8. — Diversidade e componente
ATP energética das BE (adaptado de Langton et
N al., 2005).
Nutriente ABC MATE
1.3.3.1. Transportadores ABC
Apesar destes transportadores estarem presentes em ABC

procariontes e eucariontes (Langton et al., 2005 e Lynch,
2006), € nos microrganismos eucariontes que assumem
maior representacao. Tipicamente os transportadores ABC

sdo compostos por dois dominios hidrofilicos

citoplasmaticos, envolvidos na ligagéo e hidrélise do ATP, Citoplasma
e dois dominios hidrofébicos transmembranares (Langton
et al.,, 2005; Marquez, 2005 e Lynch, 2006). Esta

superfamilia contém transportadores que efectuam o

Figura 1.9. — Modelo estrutural de um

membro da familia ABC (adaptado de
efluxo e influxo de substancias de e para a célula e divide-  gajer et al., 1998).

se em 30 familias, de acordo com a especificidade ao

17



substrato. Estas proteinas efectuam o transporte de uma variedade de substratos que incluem
aclcares, vitaminas, aminodcidos, ifes, antibiéticos, proteinas e polissacaridos (Lynch, 2006). O
fenémeno da multiresisténcia foi pela primeira vez identificado numa proteina desta superfamilia: a P-
glicoproteina (P-gp), de mamiferos, cuja super expressao confere resisténcia a compostos utilizados
na quimioterapia em humanos (Paulsen et al., 1996; Langton et al., 2005; Marquez, 2005 e Lynch,
2006), e ainda nos transportadores primarios MRP1 e MRP2 (Multidrug Resistance Protein)
responsaveis, igualmente, pela resisténcia clinica a farmacos anticancerigenos em humanos (Saier et
al., 1998; Borges-Walmsley, 2003; McKeegan et al.,, 2004 e Kumar e Schweizer, 2005). Os
transportadores primarios bacterianos sdo maioritariamente transportadores especificos e estao
presentes em microrganismos produtores de antibidticos (e.g. Streptomyces spp). No entanto, alguns
transportadores ABC conferem MDR (e.g. LmrA de Lactococcus lactis) (Marquez, 2005 e Lynch,
2006). Em E. coli, um representante desta superfamilia € o transportador de macrolidos MacB (Saier
et al., 1998; Borges-Walmsley, 2003; McKeegan et al., 2004 e Kumar e Schweizer, 2005).

1.3.3.2. Transportadores Secundarios
1.3.3.2.1. Major Facilitor Superfamily (MFS)

Trata-se de uma familia ancestral grande e diversa que inclui
) ) i MFS — 12 TMS
centenas de membros sequenciados (mais de 300 proteinas

sequenciadas). Estas catalizam o sinporte de solutos/catides
(H" ou Na’), o antiporte de soluto/H" ou o antiporte
soluto/soluto de diversos substratos. Esta superfamilia engloba Citoplasa
17 familias agrupadas de acordo com a afinidade para o soluto MFS - 14 TMS
(Paulsen et al., 1996; Saier et al., 1998; Kumar e Schweizer,
2005 e Marquez, 2005). Destas subfamilias, os transportadores
de aclUcares e drogas sdao 0s mais numerosos (Borges-
Walmsley et al., 2003). As proteinas da superfamila MFS Citoplaa
envolvidas na resisténcia a drogas sdo formadas por 12 ou 14

Figura 1.10. — Modelo estrutural de
segmentos transmembranares (TMS - Transmembranar

um membro da familia MFS
Segments) o que permite distinguir as duas principais familias (adaptado de Saier et al., 1998).
dentro desta superfamilia (Paulsen 1996; Borges-Walmsley, et al., 2003 e Marquez, 2005). As
restantes proteinas desta superfamilia adoptam geralmente uma estrutura de 12 TMS, semelhante
aos outros membros da MFS (Paulsen et al., 1996 e Saier et al.,1998). Estes transportadores
funcionam, em geral, como componentes Unicos (e.g. NorA de Staphylococcus aureus). No entanto,
em algumas bactérias Gram-negativas funcionam em conjunto com a proteina de fusdo membranar
(MFPs) e componentes da membrana externa (OMP) de outros sistemas de efluxo (e.g. EmrAB-TolC
de E. coli) (Saier et al.,, 1998 e Kumar e Schweizer, 2005). A proteina TetB de E.coli constitui o
elemento melhor caracterizado desta familia e esta envolvido no efluxo da tetraciclina (Paulsen et al.,

1996).
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1.3.3.2.2. Resistance-Nodulation cell Division  (RND)

Os membros desta familia foram identificados em eubactérias,

RND

arqueobactérias e eucariontes. Estes transportadores sé&o
codificados, geralmente, por genes situados no cromossoma
tendo-se identificado recentemente um gene situado no
plasmideo. Estes transportadores sao maiores que 0s
transportadores MFS, com cerca de 1000 residuos de

aminodcidos. No entanto, apesar da disparidade na dimensao as

Citoplasma "o proteinas RND adoptam uma estrutura semelhante as proteinas

da superfamila MFS (Saier et al., 1998; Borges-Walmsley et al.,

Figura 1.11. - Modelo estrutural 5403 o Kymar e Schweizer, 2005). Propds-se que a sua estrutura

de um membro da familia RND
(adaptado de Saier et al., 1998).

consista em 12 TMS com dois grandes arcos entre o TMS 1 e

TMS 2 e TMS 7 e TMS 8 (Paulsen et al., 1996 e Borges-
Walmsley et al.,, 2003). Na extremidade amino-terminal de cada proteina, a cadeia polipeptidica
provavelmente atravessa a membrana citoplasmatica uma vez, do citoplasma para o periplasma,
seguido de um dominio hidrofilico situado no periplasma. A cadeia polipeptidica atravessa a
membrana mais de seis vezes antes de emergir novamente no periplasma, como outro dominio
hidrofilico do mesmo tamanho que o primeiro, com a extremidade carboxilica da permease a ficar
embebida novamente na membrana (Saier et al., 1998; Borges-Walmsley et al., 2003; Kumar e
Schweizer, 2005; Langton et al., 2005 e Marquez, 2005). O efluxo de substratos é efectuado por um
mecanismo de antiporte substrato/H". Estes transportadores actuam, em geral, como transportadores
de mudltiplas drogas, como sejam AcrB (anteriormente designado AcrE) e AcrF (anteriormente
designado EnvD) de E. coli; MexB de Pseudomonas aeruginosa e MtrD de Neisseria gonorrhoeae
(Paulsen et al., 1996; Saier et al., 1998; Kumar e Schweizer, 2005 e Langton et al., 2005).
Estes sdo encontrados maioritariamente em bactérias Gram-negativas onde efectuam o transporte
através da membrana citoplasmatica para o espaco periplasméatico pelo que tém de actuar em
cooperacdo com outras proteinas (MFP e OMP), para secretar a droga para 0 meio extracelular
(Langton et al., 2005). Esta cooperagédo entre proteinas foi descrita para o sistema AcrAB-TolC em E.
coli e o sistema MexAB-OprM de P. aeruginosa. Nestas bactérias estes transportadores estao
envolvidos na relevancia da resisténcia clinica (Lomovskaya e Bostian, 2006), sendo as BE da familia

RND as mais importantes proteinas de efluxo entre as Enterobacteriacea (Pageés et al., 2005).
1.3.3.2.3. Small Multidrug Resistance (SMR)
Esta familia é composta pelas proteinas de efluxo de menor dimensdo, formadas por

aproximadamente 100-110 residuos de aminoacidos hidrofébicos com uma topologia de 4 TMS (Saier
et al., 1998; Langton et al., 2005 e Marquez, 2005).
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Estes transportadores estdo envolvidos no efluxo de drogas catidnicas
lipofilicas em bactérias (Marquez, 2005). As BE mais bem
caracterizadas incluem a bomba Smr de S. aureus e a bomba EmrE de
E. coli implicadas no efluxo de corantes, drogas e catifes. Esta ultima
contribui para a resisténcia ao brometo de etideo e violeta de metilo.
Outra bomba SMR de resisténcia a multiplas drogas com uma
homologia préxima a EmrE foi caracterizada em P. aeruginosa e tem

papel importante na resisténcia intrinseca ao brometo de etideo, a
acriflavina e a antibiéticos aminoglicosidicos (Paulsen et al.,, 1996; Figura 1.12. - Modelo

Borges-Walmsley et al., 2003 e Kumar e Schweizer, 2005). estrutural de um membro
da familia SMR (adaptado
de Saier et al., 1998).

1.3.3.2.4. Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE)

Ao contrario dos transportadores MFS, RND e SMR, que actuam maioritariamente como
transportadores por antiporte de droga/protdo, as proteinas desta familia efectuam o efluxo do
substrato associando, cré-se que exclusivamente, o antiporte de ides sédio (Borges-Walmsley et al.,
2003; Langton et al., 2005 e Marquez, 2005). Inicialmente julgou-se que as proteinas desta familia
fossem membros da superfamilia MFS, pela semelhanca no tamanho (aproximadamente 450
aminoacidos) e organizacdo espacial em 12 TMS. No entanto, apesar da similaridade na estrutura e
topologia, demonstrou-se que estas proteinas ndo tém qualquer homologia com as proteinas MFS
(Borges-Walmsley et al., 2003 e Kumar e Schweizer, 2005). Esta familia contém mais de 30 proteinas
e pode ser subdividida com base na analise filogenética, em trés grupos distintos (Langton et al.,
2005). Esta nova familia foi identificada com a caracterizacdo da proteina NorM, (dai também a
designacdo de familia NorM), dependente de Na’, em Vibrio parahaemolyticus, que confere
resisténcia a multiplas drogas (e.g. corantes, fluoroquinolonas e aminoglicosidos) e com a
caracterizagdo da sua homologa Ydhe de E. coli, que confere resisténcia a agentes antimicrobianos
catidnicos. Pouco se conhece acerca da sua estrutura, regulacdo ou mecanismo de actuacdo. Os
estudos tém-se centrado na identificacdo da sua presenca e resisténcia num numero restrito de
bactérias. Esta tendéncia tende a ser invertida a medida que se verifica que os transportadores MATE
tém um importante papel na resisténcia a antibioticos clinicamente relevantes em organismos

patogénicos (Borges-Walmsley et al., 2003; Kumar e Schweizer, 2005 e Langton et al., 2005).

1.3.4. BE em E. coli

Em E. coli existe uma predominancia de BE dependentes da for¢a protomotriz onde se prevé, com
base na analise do seu genoma, a existéncia de dezanove BE pertencentes a familia MFS, sete
transportadores da familia SMR e trés BE pertencentes a familia RND. Apenas se contabilizam sete
transportadores do tipo ABC (Borges-Walmsley et al., 2003). Das BE dependentes da PMF, existem

pelo menos nove sistemas que sé@o responsaveis pela resisténcia a multiplas drogas (MDR), quando
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expressas em niveis elevados. Contudo, a maioria destes sistemas estao expressos no tipo selvagem
de E. coli k-12 a niveis que séo insuficientes para conferir resisténcia substancial a multiplas drogas
(Saier et al., 1998 e Viveiros et al., 2005). Os genes que codificam para estas BE sdo emrE, acrEF
(anteriormente designado envCD), emrAB, emrD, acrAB-TolC, mdfABC, tehA, acrD (homélogo de
acrB) e yhiUV. Os genes emrD, mdfA e emrB pertencem a superfamilia MFS, emrE e tehA a familia

SMR e sao membros da familia RND os genes acrB, acrF, acrD e yhiV (Viveiros et al., 2007).

1.3.4.1. Sistema AcrAB-TolC e sua Importancia

O sistema AcrAB-TolC é o sistema de efluxo de resisténcia a mdltiplas drogas (MDR) melhor
estudado (Piddock, 2006a e Viveiros et al., 2007). Este €&, como referido, um sistema
multicomponente (tripartido), composto por uma proteina transportadora (de efluxo) - AcrB -
localizada na membrana interna e pertencente a familia RND; uma proteina acesséria - AcrA -, que é
uma proteina de fusdo membranar (MFP) localizada no espaco periplasmatico e uma proteina da
membrana externa (OMP) - TolC - localizada na membrana externa da bactéria (Piddock, 2006b).
Este sistema cataliza o efluxo por um mecanismo dependente da PMF (Murakami et al., 2002).
AcrAB-TolC é expresso constitutivamente em E. coli e € amplamente responsavel pela resisténcia
intrinseca deste microrganismo a uma diversidade de compostos estrutural e funcionalmente distintos
(e.g. antibioticos, detergentes, corantes, solventes) (Murakami et al., 2002 e Yu et al., 2003). O perfil
de substratos do sistema AcrAB-TolC engloba o cloranfenicol, antibidticos B-lactamicos lipofilicos,
tetraciclina, rifampicina, fluoroquinolonas, novobiocina, acido fusidico, acido nalidixico, brometo de
etideo, acraflavina, sais biliares, acidos gordos de cadeia curta, dodecil sulfato de sédio (SDS), Triton
X-100 e triclosano (Yu et al., 2003; Mckeegan et al. 2004; Piddock, 2006a e Davin-Regli e Pages,
2007). A funcao natural deste complexo presume-se que seja o efluxo de sais biliares e seus
derivados permitindo a sobrevivéncia de E. coli no seu habitat natural (tracto intestinal) onde existem
concentracdes elevadas destes compostos (Murakami et al., 2002).

Apesar da diversidade de sistemas de efluxo em E. coli apenas se verificou a super expressao de
AcrAB-TolC em isolados clinicos. E embora associado a outros mecanismos € inegavel a sua
relevancia na resisténcia clinica. Por outro lado, o tratamento de infec¢des por E. coli € conseguido
com agentes que sdo muitas vezes substratos desta BE, pelo que a pressdo selectiva sobre este
microrganismo é elevada e responsavel pelo surgimento de fenétipos de MDR (Piddock, 2006b e
Plésiat, 2006).

A estrutura de AcrB foi determinada por Murakami et al. (2002), a 3,5 A, por cristalografia de raios-X
(Figuras 1.13. e 1.14), o que contribuiu para elucidar e comprovar algumas hip6teses acerca do
mecanismo de transporte dos substratos através do sistema AcrAB-TolC e originou a proposicédo de
um novo modelo de transporte - Periplasmic vaccum cleaner (Murakami et al., 2002 e Langton et al.,
2005). A estrutura de AcrB revela um trimero com 1049 residuos, de aparéncia gelificante, composta
por uma regido transmembranar e uma protuberéncia que se estende pelo periplasma e se divide em

duas partes.
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Membrana
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Dominio
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Dominios
Transmembranares

Figura 1.13. — Estrutura de AcrB. A. Vista lateral. B. Vista de topo (adaptado de Murakami et al., 2002).

A parte superior encontra-se aberta como um funil, e esta interligada por um poro ao dominio inferior

gue se abre numa cavidade central, na superficie da membrana. Julga-se que a cavidade central é o

local de ligagdo dos multiplos substratos. Recentemente, estudos de co-cristalizagdo revelaram a

existéncia de diversos substratos estruturalmente distintos localizados na cavidade central. Yu et al.,

(2003) propdem que o local de ligagdo de substratos em AcrB € composto, com uma componente

proteica e lipidica o que explica a larga diversidade de substratos reconhecidos por AcrB. Na regido

transmembranar as trés unidades de AcrB (protomeros) estdo organizados num anel que se cré

preenchido por fosfolipidos (Murakami et al., 2002; Mckeegan et al., 2003; Paulsen 2003; Langton et
al., 2005 e Lomovskaya e Bostian, 2006).

Membrana
Externa

Membrana
Interna

Figura 1.14. — Modelo proposto
para o complexo AcrAB-TolC
(adaptado de Murakami et al.,
2002).

A existéncia de trés vestibulos localizados na superficie periplasmatica
imediatamente sobre a superficie externa da membrana plasmatica
(membrana interna), que liga a cavidade central da proteina AcrB ao
periplasma, sugeriu a possibilidade da existéncia de transporte directo
de substratos a partir dessa superficie membranar e do préprio
periplasma, ndo sendo obrigatério que todos os substratos de AcrB
sejam captados ao nivel do citoplasma celular (Figura 1.15.). Esta
teoria explica o transporte de substratos anfifilicos como os [3-
lactimicos, que se demonstrou ndo atravessarem a membrana
citoplasmatica, tendo que ser transportados a partir do periplasma e a
consequente resisténcia conferida pelos transportadores RND
(Murakami et al.,, 2002; Yu et al., 2003; Langton et al.,, 2005;
Lomovskaya e Bostian, 2006). Uma vez que AcrB e TolC contém
dominios periplasmaticos grandes com os didmetros do topo da
protuberéncia e da parte inferior de TolC semelhantes, propbs-se que a
protuberancia em forma de funil de AcrB interaja com a proteina da
membrana externa TolC, onde esta funciona como um exoducto que
conduz os substratos para o espaco extracelular, através da membrana

externa. Sugeriu-se, ainda, que a MFP - AcrA - funciona como uma
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peca estabilizadora da interaccdo entre AcrB e TolC (Murakami et al., 2002; Mckeegan et al., 2003 e
Lomovskaya e Bostian, 2006). Assim, segundo este novo modelo 0s substratos sédo removidos quer
do citoplasma como do espaco periplasmatico para o exterior (Murakami et al., 2002), com AcrB a
mediar o transporte de substratos do citoplasma sendo estes transportados pelo poro da membrana
interna até a periferia sendo recolhidos na cavidade central. Os substratos localizados no periplasma,
junto a superficie externa da membrana interna tém acesso a cavidade central pelos vestibulos
(Murakami et al., 2002; Yu et al., 2003 e Langton et al., 2005). No entanto, para que o efluxo ocorra
AcrAB e TolC tém de se acoplar. Cré-se que AcrA e AcrB estejam permanentemente complexados,
sendo a ligacdo a TolC efectuada quando necessario (passo 1, Figural.15.). A ligacdo de substratos
provoca alteracdes conformacionais em AcrAB permitindo a ligacdo a TolC. Apés esta ligacdo o
substrato é transportado da cavidade central através do poro (passo 2, Figural.15.). A translocacao
de um protédo origina a abertura do poro no topo da protuberéncia e, por conseguinte, do canal de

TolC (passo 3, Figural.15.) sendo o substrato enviado para o meio extracelular (Langton et al., 2005).
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Figura 1.15. — Mecanismo de efluxo por AcrAB-TolC. Apés ligacdo do substrato, a conformagdo do
AcrB altera-se para permitr a ligacdo a TolC que é seguida de uma alteragdo da estrutura de AcrA.
Abertura do poro por ligagdo do protéo e saida do substrato por transporte activo (adaptado de Langton

et al., 2005).

1.4. Importancia Clinica da Resisténcia Mediada por = Bombas de Efluxo

A definicdo da extensdo com que as bombas de efluxo contribuem para a resisténcia em isolados
clinicos e o seu impacto na falha da terapéutica € uma tarefa dificil e controversa uma vez que a
actividade de efluxo estdo associados outros fenédmenos de resisténcia (Hooper, 2005; Pageés et al.,
2005 e Bambeke et al., 2006). No entanto, tém sido reportados numerosos exemplos de isolados
clinicos onde a actividade de efluxo assume grande expressao e é responsavel pela resisténcia aos

antibioticos, sendo indiscutivel a importancia que este mecanismo assume na pratica clinica. Assim
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varios sistemas de efluxo que contribuem para a resisténcia clinica tém sido descritos em bactéricas
clinicamente importantes como sejam Campylobacter jejuni (CmeABC), E. coli (AcrAB-TolC, AcrEF-
TolC, EmrB, EmrD), Pseudomonas aeruginosa (MexXY-OprM), Streptococcus pneumoniae (PmrA),
Salmonella typhimurium (AcrB) e Staphylococcus aureus (NorA). Todos estes sistemas séo
responsaveis pelo efluxo de fluoroquinolonas e as bombas da familia RND, ao reconhecerem e
actuarem sobre uma diversidade de substratos, correspondem aos sistemas MDR com maior
relevancia em termos de resisténcia a antibidticos clinicamente importantes embora os
transportadores MFS, SMR e MATE promovam, igualmente, resisténcia a antibioticos e biocidas
(Webber e Piddock e 2003 e Poole, 2004).

Convém atender a que a resisténcia intrinseca a antibidticos depende da expressdo constitutiva e
indutiva dos sistemas de efluxo, onde estes agentes podem actuar como indutores e reguladores em
algumas BE, ao nivel da traducdo do mRNA e que é deste balanco que se define o grau de
susceptibilidade da estirpe selvagem a um dado antibidtico (Bambeke et al., 2003). Apesar de os
niveis basais da actividade de efluxo contribuirem para um decréscimo na susceptibilidade aos
antibioticos, em estirpes selvagens, bem como em isolados clinicos e mutantes de laboratorio (onde
ocorre um incremento entre 4 a 64 vezes no valor da MIC ap0s expresséo das BE) esta resisténcia
intrinseca foi devidamente acautelada ao determinar-se a dose efectiva do antibiético para que as
bactérias sejam ainda susceptiveis a terapia nas concentracfes utilizadas e definidas para a pratica
clinica. A utilizacdo de doses nao efectivas (ditas subinibitérias ou subclinicas), por ma prescricao ou
por ndo aderéncia a terapéutica, que nado eliminam rapidamente a populacdo bacteriana levam a
super expressao de BE e aos ajustes na permeabilidade bacteriana que anteriormente se descreveu.

A super expressao de BE ndo confere, por si s6 e de um modo geral, niveis elevados de resisténcia
com significado clinico mas permite que estas bactérias estejam melhor equipadas para sobreviver na
pressédo de antibiodticos e estabilizem mutacdes genéticas nos locais alvo destes agentes (Webber e
Piddock, 2003) o que representa o0 primeiro passo para que a bactéria se torne resistente a agentes
antimicrobianos de relevancia clinica (Piddock, 2006a). Demonstrou-se que em isolados clinicos de
E. coli resistentes a fluoroquinolonas apresentavam super expressdo do sistema AcrAB, no entanto,
associado a um decréscimo na expressao de porinas. Adicionalmente, detectaram-se mutacdes no
gene da topoisomerase (que origina a enzima alvo das fluoroquinolonas) contribuindo, igualmente
para que estes isolados sejam resistentes a fluoroquinolona ciprofloxacina (Hooper, 2005 e Piddock,
2006a). Assim, a super expressao de BE permite a posterior seleccdo de mutantes uma vez que 0s
alvos dos antibidticos estdo expostos a concentragfes subinibitérias garantido que se mantém uma
populacdo bacteriana em maior nimero de onde emergem, com frequéncia aumentada, mutantes
resistentes (Bambeke et al., 2006).

De facto, a actuacdo simultdnea da actividade de efluxo com outros mecanismos de resisténcia
origina sinergismos que estdo implicados no surgimento de estirpes altamente resistentes e com um
espectro alargado de resisténcia a diferentes substratos (Webber e Piddock, 2003 e Bambeke et al.,
2006).

A resisténcia cruzada a diferentes classes de antibiéticos, € um problema emergente. Observa-se que

em bactérias a exposi¢do a um composto que integra o perfil de substratos para uma BE favorece a
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super expressdo dessa BE e consequentemente a resisténcia cruzada a todos os restantes
substratos dessa BE, o que pode incluir antibidticos clinicamente relevantes. Adicionalmente, as BE
podem transportar compostos antisépticos com consequéncias semelhantes em termos de
resisténcia cruzada ou presséo selectiva (Webber e Piddock, 2003; Viveiros et al., 2005; Bambeke et
al., 2006 e Thorrold et al., 2007).

Igualmente, a expressdo simultinea de diversas BE que reconhecem e actuam sobre o mesmo
composto contribui para 0 aumento da resisténcia individual. Por outro lado, a expressdo de BE
multicomponentes associadas a BE de um componente leva a efeitos multiplicativos na resisténcia
individual e cruzada de onde emerge o conceito de bombas de efluxo MDR (Palmer, 2003).

Porém, ocorre um aumento substancial da susceptibilidade, traduzido pelo decréscimo do valor da
MIC, no caso de se utilizarem estratégias de inactivacdo ou inibicdo da actividade das bombas de
efluxo (Lomvskaya e Watkins, 2001a; Pageés et al., 2005 e Bambeke et al., 2006).

Em ultima analise a recombinacdo genética natural facilita a disseminacdo da resisténcia associada a
expressdo de BE. Em muitos casos, 0s genes que codificam para as BE e seus reguladores
localizam-se em plasmideos e transposfes conjugativos ou transformaveis que podem ser,

facilmente, transferidos entre espécies bacterianas distantes (Bambeke et al., 2006).

1.5. Ultrapassando a Resisténcia Mediada por Bombas  de Efluxo

Dado o significado dos sistemas de efluxo, em particular os sistemas MDR da familia RND, na
resisténcia a agentes antimicrobianos em microrganismos patogénicos € prioritario considerar este
mecanismo no desenho e desenvolvimento de novos agentes e no uso dos ja existentes (Poole,
2007). Actualmente, existem duas abordagens para combater o efeito adverso do efluxo na eficiéncia
dos agentes antimicrobianos: (1) pesquisa de antibioticos, nas classes de antibidticos ja existentes,
no sentido de identificar derivados que sofrem ao minimo o efeito do efluxo e (2) desenvolvimento de
agentes terapéuticos que inibam a actividade das BE - inibidores das bombas de efluxo (Lomovskaya
e Watkins, 2001b e Webber e Piddock, 2003).

1.5.1. Agentes com Menor Susceptibilidade ao Efluxo

A optimizacao da estrutura de moléculas que sofrem o minimo de efluxo € uma abordagem que tem
sido considerada no desenho de novos agentes pelo que se tem assistido ao surgimento de novas
moléculas com menor susceptibilidade ao efluxo. E inquestionavel o valor das novas fluoroquinolonas
(e.g. garenoxacina, moxifloxacina e WCK771) no tratamento de infec¢cbes por S. aureus e S.
pneumoniae e que advém do facto de sofrerem menor efeito de efluxo pelas BE NorA e PmrA que as
fluoroquinolonas antigas (e.g. ciprofloxacina, norfloxacina). A recente subclasse de cetdlidos derivada
dos macrdlidos é igualmente uma alternativa emergente aos macrélidos utilizados no tratamento de
Streptococci. As glicilciclinas (e.g. tigeciclina) sao fracos substratos das BE Tet em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas quando comparados com as tradicionais tetraciclinas. Apesar desta

abordagem ter mérito, a presenga de multiplos mecanismos de efluxo para 0 mesmo agente no
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mesmo organismo impede que se elimine totalmente o efeito de todos os mecanismos de efluxo na
resisténcia a um antibiético. Por outro lado, a larga distribuicdo das BE RND em bactérias Gram-
negativas e a sua ampla especificidade no que respeita aos substratos (estudos recentes confirmam
gue mesmo 0S novos agentes antimicrobianos sdo substrato das BE RND de E. coli), sugerem que
porventura esta estratégia ndo sera efectiva em organismos Gram-negativos (Bambeke et al., 2006;
Poole e Lomovskaya, 2006 e Poole, 2007).

1.5.2. Inibidores de Bombas de Efluxo

Nesta abordagem pretende-se inibir os mecanismos de efluxo de modo a potenciar a actividade dos
antibiéticos existentes. O antibidtico é co-administrado com o inibidor que neutraliza a resisténcia
mediada por bombas de efluxo tornando-o mais efectivo, uma vez que aumenta, de um modo rapido
e significativo, a concentracao intracelular do antibiético susceptivel ao efluxo, mesmo em organismos
resistentes (Marquez, 2005 e Pageés et al., 2005). A mais valia desta abordagem reside no potencial
terapéutico e microbiolégico e na capacidade de restaurar a actividade de uma série de valiosos
agentes antimicrobianos considerados de grande valor clinico e cuja actividade se encontra
actualmente comprometida devido a resisténcia mediada pelo efluxo (Webber e Piddock, 2003;
Bambeke et al., 2006 e Piddock, 2006a). Resultados in vitro demonstram o sinergismo desta
combinacéo e sao traduzidos num abaixamento dos valores da MIC. Uma vez que o efluxo pode ser
0 primeiro passo para a emergéncia de eventos mutacionais esta estratégia pode ainda reduzir a
seleccdo de mutantes resistentes e suprimir a escalada de desenvolvimento de resisténcia. Estas
moléculas podem ainda ser utilizadas como ferramentas de diagnéstico, de resisténcia mediada por
BE, embora de um modo nédo especifico (Bambeke et al., 2006 e Lynch, 2006). Ndo obstante, ha que
atender a que existem, no mesmo microrganismo, outros mecanismos de resisténcia que actuam em
simultdneo e para 0 mesmo agente contribuindo para a resisténcia. Pelo que, para alguns casos, a
inibicao tera apenas significado terapéutico para os antibéticos e nos organismos onde o efluxo é o
mecanismo principal para a resisténcia (e.g. resisténcia a B-lactamicos em P. aeruginosa conferida
pelo sistema MexAB-OprM e por B-lactamases). Outro aspecto relevante é que a mesma bactéria
pode conter multiplos sistemas de efluxo responsaveis pela resisténcia a um determinado antibiético
(e.g. fluoroquinolonas em Enterobacteriaceae e P. aeruginosa). Uma limitacdo da terapia adjuvante
reside nas concentracdes elevadas de inibidores. Estes tém de ser utilizados em concentracfes
superiores as utilizadas para exercerem efeitos farmacoldgicos o que as torna inviaveis por razdes de
seguranca (Bambeke et al., 2006; Poole e Lomovskaya, 2006 e Poole, 2007).

A actividade de diversos compostos estruturalmente diferentes (Figura 1.16.), com a potencialidade
de inibir as BE tem sido testada em varias bactérias Gram-negativas, incluindo Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Kleibsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, H.
influenza e Campylobacter jejuni (Pages et al., 2005 e Poole, 2005). A inibigdo da actividade de efluxo
pode envolver diversas vertentes (Pages et al., 2005 e Bambeke et al., 2006): (1) criar inibidores que
geram competicdo ao nivel da membrana interna; (2) colapsar a componente energética/forca

electromotriz do efluxo; (3) criar um “entupimento” no canal da membrana externa; (4) alterar/prevenir
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a correcta organizacdo dos complexos transportadores de drogas e (5) inibicAo da expressao
genética dos sistemas de efluxo. Estas abordagens estdo dependentes dos estudos (estruturas
obtidas por cristalografia) acerca modo de ac¢éo das BE e de como se efectua a ligacao ao substrato
(Bambeke et al., 2006).

O desenho de moléculas que funcionam como inibidores competitivos que se ligam aos locais de
ligacdo dos substratos na BE, mimetizando os agentes antimicrobianos que sofrem efluxo foi uma das
primeiras abordagens na inibicdo do efluxo. No entanto, dados referentes a existéncia de mdltiplos
locais de ligacdo dos substratos em BE RND sugerem que estes inibidores actuardo apenas numa
parte dos substratos antimicrobianos. Outra desvantagem é a reduzida afinidade para o alvo o que

implica a utilizacdo de doses e tempos de exposicdo elevados para ser eficaz. A grande vantagem
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Figura 1.16. — Exemplos de estruturas de inibidores de BE (adaptado de Pagés et al., 2005 e Bambeke et al.,
20086).

Outra abordagem corresponde ao desenvolvimento de inibidores ndo competitivos ou alostéricos que
actuam em locais distintos dos locais de ligacdo ao substrato (locais de modulagcdo), mas cuja
disrupcéo tem impacto na actividade da BE. Espera-se que estes inibidores potenciem a actividade
de todos os substratos antimicrobianos da BE, o que, por outro lado limita a sua utilidade clinica
(Poole e Lomovskaya, 2006). No entanto, estes inibidores podem ser especificos para um
transportador.

Outra estratégia baseia-se no facto de as BE RND serem semelhantes a outros transportadores
secundarios e, por conseguinte, efectuarem o efluxo de um modo dependente da energia
asssociando o efluxo da droga ao influxo de protdes (antiporte droga/protdo). Assim, o
desacoplamento do efluxo do substrato ao influxo de protdes criard um transportador que nédo sé é
incapaz de criar resisténcia mas que promove a hipersusceptibilidade em virtude da sua facil difusdo
para o interior da célula (e.g. CCCP). Esta é, no entanto, uma estratégia ndo especifica e o
desacoplamento energético afecta ndo sé os transportadores bacterianos como também os
transportadores eucariotas o que torna estes compostos altamente toxicos para o hospedeiro
(Bambeke et al., 2006 e Poole e Lomovskaya, 2006).
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Abordagens especificas para bactérias Gram-negativas consistem em ter como alvo o poro exoducto
do sistema multicomponente do efluxo. Estudos estruturais e bioquimicos de TolC do sistema AcrAB-
TolC de E. coli revelam que a entrada periplasmatica desta proteina pode ser inibida por catides di-
ou trivalentes (Poole e Lomovskaya, 2006). Alternativamente tem-se tentado a alteracéo/prevencao
da correcta organizacdo dos sistemas multicomponentes das bactérias Gram-negativas, por tentativa
de definicao das regifes proteicas envolvidas nas interac¢cdes com outras proteinas dos complexos e
sintese de pequenos péptidos (péptidos interface) que mimetizam estas regifes competindo com
elas, provocando a disconeccdo da organizacdo destes sistemas. Uma vez que os locais de ligacdo
RND-MFS-OMP ocorrem aparentemente no periplasma estas moléculas apenas terdo de atravessar
a membrana externa.

Uma vez que as BE MDR séo controladas cromossomicamente por proteinas regulatérias que
determinam a altura e extensdo com que os sistemas de efluxo devem ser expressos, poder-se-a
bloguear a expresséo genética atacando esses alvos reguladores. Em E. coli o sistemas AcrAB-TolC
€ controlado pela proteina reguladora transcripcional MarA do loccus marRAB. Assim, inibidores de
mar inibirdo a expressdo de acrAB e, por conseguinte, o efluxo de agentes antimicrobianos nas
bactérias entéricas. Esta abodagem é critica na medida em que de um modo geral os sistemas
regulatérios sé@o Unicos para cada BE o que implica a necessidade de um inibidor diferente para cada
sistema de efluxo (Poole e Lomovskaya, 2006).

Diversas abordagens podem ser seguidas para a descoberta de inibidores de BE e multiplicam-se as
empresas que se dedicam a esta investigacdo. A Microcide Pharmaceuticals e a Daiichi
Pharmaceuticals sdo duas das que mais tém contribuido para o desenvolvimento destas moléculas.
O primeiro inibidor da actividade de efluxo a ser identificado foi o dipéptido amida (L-Phe-L-Arg-f3-
naphthylamina — anteriormente designado por MC-207,110 ou PAN), que potencia a actividade da
levofloxacina em P. aeruginosa. Este é substrato de multiplos sistemas tripartidos pertencentes a
familia RND (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM) e potencia a actividade de
fluoroquinolonas, macrélidos, oxazolidinas, cloranfenicol e rifampicina. Estudos posteriores revelaram
gue este é um inibidor competitivo. Baseado na sua ampla diversidade de inibicdo de BE em varias
bactérias Gram-negativas, os compostos desta classe, sdo classificados como inibidores de largo
espectro. Diversos outros compostos com capacidade de potenciar a actividade de antibiéticos foram
identificados: alcaléides de origem vegetal como a reserpina, descrita como agente neuroléptico e
antihipertenso e identificado como inibidor da BE Bmr de Bacillus subtillis, e de NorA de S. aureus;
blogueadores do canal de célcio como o verapamil e inibidores de ATPase H+/K+; uma série de
fenotiazinas (clorpromazina e tioridazina) e derivados de arilpiperazinas implicados na reverséao de
MDR em E. coli que super expressam BE, entre outros (Pageés et al., 2005; Lomovskaya e Bostian,
2006 e Lynch, 2006). Actualmente, a Mpex Pharmaceuticals conduz a primeira fase de ensaios
clinicos relativos ao inibidor, por eles descoberto, o MP-601,205, numa estratégia de co-
administragdo com a ciprofloxacina, envolvido no tratamento de pacientes com fibrose quistica
(Lomovskaya e Bostian, 2006 e Lynch, 2006).

N&o obstante da inexisténcia, até a data, de inibidores de BE utilizados na pratica clinica (e co-

administrados com antibidticos) para tratar infecc6es bacterianas humanas e veterinarias, fica claro
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que esta abordagem para contornar o efluxo oferece novas oportunidades para combater o
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos melhorando a eficacia ou alargando a utilidade de um
largo espectro de drogas em uso clinico e de antibiéticos futuros (Lomovskaya e Bostian, 2006;
Lynch, 2006 e Piddock, 2006a). Para este fim torna-se essencial possuir bons instrumentos e
metodologias de analise do efluxo de antibiéticos em microrganismos para assim se poder

compreender os mecanismos de efluxo e 0 modo de actuacdo dos seus possiveis inibidores.
1.6. Transporte de Brometo de Etideo em  Escherichia coli

Os métodos tradicionais para o estudo dos mecanismos de efluxo em bactérias baseiam-se na
monitorizagcdo da acumulagdo de antibioticos marcados radioactivamente (“C e 3H) (e.g. quinolonas
como a ciprofloxacina, norfloxacina, acido nalidixico) ou recorrem a fluorimetria com substratos
fluorescentes (e.g. brometo de etideo) (Piddock et al., 1999; Kyriacou et al., 2004 e Xu et al., 2004). A
demonstracéo e avaliagdo da actividade de efluxo em mais de trinta espécies de bactérias envolveu
estratégias de inactivacéo e/ou inibicao quimica ou biolégica das BE avaliando-se essas estratégias
pelo efeito no efluxo e retencao do substrato modelo - brometo de etideo (EtBr). (Martins et al., 2006).
Os primeiros estudos de transporte de EtBr em diferentes estirpes de E. coli foram conduzidos por
Lambert e LePecq (1984), Jones e Midgley (1985) e Midgley (1986 e 1987).

Apesar de largamente utilizados os tradicionais métodos ndo se encontram padronizados no que
respeita aos instrumentos, reagentes, meios, entre outros parametros, o que dificulta a comparacéo e
reprodutibilidade dos resultados entre laboratorios (Pageés et al., 2005). Estes métodos sao, em geral,
trabalhosos, requerem instrumentacdo especializada e, em algumas condi¢cdes tém pouca precisao.
N&o permitem o controlo da temperatura e baseiam-se em medi¢c8es off-line (discretas) do sinal de
fluorescéncia. Adicionalmente, nao reflectem o caracter fisiolégico do fendmeno de efluxo uma vez
que muitas vezes utilizam condicfes letais (Martins et al., 2006). Simultaneamente, os métodos
anteriores ndo possuem a sensibilidade necesséaria para detectar de um modo rapido e eficaz o
incremento na actividade intrinseca de efluxo de bactérias susceptiveis a antibidticos e a sua relagédo
com a resisténcia intrinseca. A caracterizacdo precoce do efluxo em estirpes clinicamente
susceptiveis é importante na medida em que permite ajustar a terapéutica em pacientes sob

tratamento e minimizar o desenvolvimento de novas variantes resistentes.

Assim, foi nosso objectivo desenvolver um método simples, rapido, barato e reproductivel que permita
demonstrar e quantificar a actividade de efluxo ao mesmo tempo que possibilite a deteccdo da
actividade intrinseca das BE em estirpes susceptiveis a antibiéticos bem como com fenétipo de MDR
obviando, assim, as inconsisténcias dos métodos e procedimentos anteriores. O protocolo desenhado
a par do modelo mateméatico mecanicista (quantificacdo) desenvolvido associados a uma nova
tecnologia: fluorimetria em termociclador de tempo real Rotor-Gene 3000™ da Corbett Research
(Sydney, Australia) representam um método inovador que se distingue dos antecedentes em diversos

aspectos.
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1.6.1. Fluorimetria em Termociclador de Tempo Real:  Rotor-Gene 3000™

O Rotor-Gene 3000 da Corbett Research (Sydney, Australia) é um termociclador de tempo real para
PCR e, como tal, permite quantificar o numero de cépias de DNA e RNA, monitorizando alteracdes na
fluorescéncia resultantes da ligacdo de corantes fluorescentes ao ds-DNA, ou seja, indicando o
produto de amplificacdo, durante os ciclos de aquisi¢cdo, sendo este sinal proporcional a concentracao

de produtos amplificados. Sera esta potencialidade de monitorizagdo do sinal de fluorescéncia que

CORBETT i i 3 imétri
Bk permite a aplicacdo deste aparelho ao estudo fluorimétrico versado neste

trabalho. Este aparelho utiliza um sistema de centrifuga com rotor de 36 x
0,2 mL microtubos de reaccdo de parede fina ou rotor de 72 x 0,1 mL
tubos strip. Como fontes de excitagdo possui diodos de alta poténcia de
470, 530, 585 e 625 nm, posicionados lateralmente a camara (Figura
1.18.). Estes, correspondem, respectivamente, a luz azul, verde, laranja e
vermelha e sdo usados para medir uniformemente o espectro visivel.

Possui um fotomultimetro (Photomultiplier — PMT) posicionado na base

da camara com seis filtros de deteccdo: 510, 555, 610 nm bandpass e
. 660, 585, 610 nm high-pass. A conjugacéo destes seis filtros (mais dois
Figura 1.17. — Rotor- . .. . . o L .
Gene 3000™ (retirado de filtros adicionais para aplicacdes especializadas) com os filtros de
http:/lwww.corbettlifescie  eycitacso permite a deteccdo simultanea em quatro canais (multiplexing
nce.com. Acedido em
Aaosto. 2007) system), o que possibilta a detectacdo até quatro fluorocromos no
mesmo microtubo de entre uma variedade de fluorocromos (Sybr-Green, FAM, TET, JOE, VIC, MAX,
ROX, Tamra Cy3, Cy5, Cy5.5 TexRed, Tagman, Molecular Beacons, FRET, entre outros). A via 6ptica
fixa reduz a variabilidade inter amostral. Os tubos sédo iluminados a medida que passam no detector e
na aquisicao de dados a energia é aferida pela média de 20 revolug6es para calcular a fluorescéncia
de cada amostra. As amostras s@o aquecidas e arrefecidas num sistema de controlo térmico a ar. O
aquecimento é conseguido por um elemento circular de Cromio-Niquel sendo o sistema fechado para
que o ar quente seja apenas ventilado aquando do arrefecimento. O arrefecimento é feito por
intermédio de um ventilador no topo da tampa, sendo o ar introduzido pela base. A temperatura pode
variar entre os 25 °C e os 99 °C, com uma uniformidade de temperatura entre amostras de +/- 0,01
°C. A exactiddo na temperatura é de +/- 0,5 °C e a precisédo de +/- 0,1 °C. As amostras no rotor giram
a 500 rpm e o design centrifugo faz com que néo haja nenhuma variagdo de temperatura entre elas o
gue permite que os tempos de espera sejam curtos ja que ndo é necessario tempo de equilibrio de
temperatura, como sucede nos sistemas em bloco de 96 pocos. Este sistema permite que o volume
de trabalho seja ajustavel e permite a integracdo de robots para a preparacdo automatica das

amostras (Operator Manual, 2004; http://www.corbettlifescience.com, Acedido em Junho, 2006).
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Figura 1.18. — A. Vista lateral da cAmara do Rotor-Gene. B. Vista de topo do rotor do Rotor-Gene (adaptado

de http://www.corbettlifescience.com, Acedido em Junho, 2006).

1.6.2. Principios Fundamentais

O protocolo foi desenvolvido tendo como estirpe padrdo Escherichia
coli AG100, que corresponde a estirpe K-12 selvagem, uma vez que
0s seus mecanismos de resisténcia estdo bem definidos e possui o
seu principal sistema de efluxo intacto — sistema AcrAB-TolC.

Este sistema tripartido de efluxo funcionard como nosso modelo de

efluxo dado ser o sistema melhor caracterizado e para o qual, por
conseguinte, existe um maior leque de informacdo disponivel. Por

outro lado, a MDR de isolados clinicos de E. coli tem sido atribuida a  Figura 1.19. - Estrutura

super expressdo de AcrAB-TolC o que torna este sistema um quimica do brometo de

. . A tid tirad d
interessante modelo de estudo (Piddock, 2006a). A influéncia do seu etideo (retirado €
http://www.madsci.org.

grau de actividade foi testada utilizando estirpes mutantes desta ,
Acedido em Setembro,

2007).
AG100A, que tem o sistema AcrAB-TolC inactivo, por inser¢cdo do gene Kan do transposdo Tn903

bomba de efluxo por comparacdo com a estirpe padrdo. E. coli

(Okuso et al., 1996) e E. coli AG100 adaptada a 12 pg/mL de tetraciclina (AG1007g7), que possui uma
super expressao deste sistema de efluxo (Viveiros et al., 2005).

Como fluorocromo para monitorizar o transporte utilizou-se o EtBr, derivado quaternario de amonia,
estruturalmente relacionado com as quinolonas, uma vez que apresenta dois niveis distintos de
fluorescéncia. O EtBr emite niveis reduzidos de fluorescéncia em solucéo aquosa (fora das células),
ocorrendo um incremento do sinal quando se encontra em ambiente ndo polar e hidrofébico, no
interior das células onde pode ligar-se a diversos alvos intracelulares (e.g., ss-RNA, ds-RNA, ss-DNA,
ds-DNA, sequencias de oligonucleotidos, proteinas) formando diversos complexos e eventualmente
intercalar-se no ds-DNA. Neste caso, forma uma ligacéo forte e especifica e o sinal e fluorescéncia é
maximo (Borges-Walmsley et al., 2003; Vardevanyan et al., 2003; Xu et al., 2003a; Xu et al., 2004;
Ihmels e Otto, 2005 e Martins et al., 2006). Os comprimentos de onda de excitacdo e emisséo,
resultante desta ligacdo, sdo, respectivamente, 546 nm e 595 nm (lhmels e Otto, 2005). Esta
caracteristica faz com que esta molécula tenha sido reconhecida como a melhor candidata para a

monitorizacdo da actividade de efluxo, pelo que tem sido amplamente utilizada como substrato em
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estudos de transporte (Xu et al., 2004; Lorch et al., 2005 e Martins et al., 2006) o que permite a
comparacao dos resultados obtidos com trabalhos anteriores. Por outro lado, o EtBr é substrato
comum de muitas BE em Enterobacteriaceae em particular do sistema de efluxo AcrAB-TolC
(Bambeke et al., 2006 e Piddock, 2006a), que o extrui activamente através da forca protomotriz,

desde que a sua concentracdo no meio ndo exceda a capacidade da bomba. Apresenta valores de

concentracdo minima inibitéria genericamente elevados para as estirpes
testadas (MICRGloo = 15020/mL; MICE] > 200 £g/mL;MICREi00a = 540/mL) permitindo  utilizar

uma gama alargada de concentracBes deste substrato, garantindo a viabilidade celular (Xu et al.,
2003a e Viveiros et al., 2005). A garantia de viabilidade € um requisito fundamental para a correcta
andlise do efeito de um determinado composto sobre a actividade de efluxo. Adicionalmente,
apresenta uma reconhecida fotoestabilidade (Xu et al., 2004), que permite a avaliacdo da actividade
de efluxo por periodos de tempo consideraveis. A actuacdo sinergética da permeabilidade da
membrana externa e da actividade de efluxo tém um papel crucial no controlo da acumulagéo
intracelular de diversos compostos constituindo um mecanismo de auto proteccdo contra substancias
nocivas, como anteriormente referido (Nikaido, 2001 e Xu et al., 2004). Este sinergismo contribui para
a resisténcia intrinseca e adquirida a uma diversidade de compostos estrutural e funcionalmente
distintos, entre os quais antibiéticos (Kyriacou et al., 2004), permitindo aos microrganismos viverem e
adaptarem-se em condigfes adversas, estando na origem de fendmenos de multirresisténcia
bacteriana uma vez que esta tem sido associada a super-expressdo de genes de efluxo endégenos
(Ocaktan et al., 1997). A acumulacéo de EtBr na célula é funcao destes dois fenédmenos, sendo que a
entrada do fluorocromo ocorre maioritariamente por difusdo passiva, a favor do gradiente de
concentracdo (Jernaes e Steen, 1994; Hancock, 1997; Palmer, 2003 e Xu et al., 2004). Admite-se que
este € um processo univoco no sentido do meio intracelular, e que ndo ocorre leaking out de EtBr do
interior da célula ou que se ocorre este é desprezavel pois ndo é passivel de ser quantificado pela
tecnologia disponivel, sendo o efluxo mediado essencialmente pela actividade do sistema AcrAB-
TolC.

O incremento da intensidade da fluorescéncia, face a solu¢cbes de EtBr livre, representa uma medida
do conteudo intracelular de EtBr como resultado do equilibrio dindmico (reversivel) entre o transporte
difusivo e o transporte activo mediado por BE, no sentido oposto (Jernaes e Steen,1994 e Palmer,
2003), Este equilibrio sera, entdo, funcdo de uma multiplicidade de factores como sejam a
permeabilidade da membrana externa e da membrana citoplasmética, do potencial de membrana
(Ay), da forca protomotriz (ApH), da actividade das bombas de efluxo e da concentracao de substrato
utilizada, entre outros (Midgley, 1986).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Estirpes Bacterianas

Utilizou-se a estirpe selvagem Escherichia coli K-12 AG100 (argE3 thi-1 rpsL xyl mtl A(gal-uvrB)
supE44), que contém o sistema de efluxo AcrAB intacto e funcional. A estirpe E. coli K-12 AG100A
(AacrAB::Tn903 Kan'), que provém da estirpe AG100 e que tem o operdo acrAB inactivo por insercio
do gene Kan do transposdao Tn903 (Okuso et al., 1996). Estas estirpes foram caracterizadas e
gentilmente cedidas pelo Dr. Hiroshi Nikaido (Departamentos de Quimica e Biologia Celular e
Molecular, da Universidade da Califérnia, Berkeley, CA, USA). A estirpe E. coli AG100, susceptivel a
tetraciclina, foi induzida, por um processo de exposi¢cdo a um aumento gradual da concentracdo de
tetraciclina, a um nivel elevado de resisténcia a este antibiético (12 pg/mL TET), AG100:gr. Esta

estirpe foi produzida no nosso laboratério e encontra-se caracterizada (Viveiros et al., 2005).
2.2. Condicdes de Cultura

As estirpes de E. coli foram crescidas em 10 mL de meio Luria-Bertani (LB), a 37°C com agitacao
(220 rpm). Para a cultura de AG100A suplementou-se o meio com 100 pg/mL de canamicina (KAN),
garantindo a presséo selectiva necessaria para evitar a perda do transposéo. Esta estirpe é resistente
a KAN. A estirpe AG100+g7 foi crescida na presenca de 12 ug/mL de tetraciclina. Todas as estirpes
foram armazenadas a 4°C em placa (LA), com o meio devidamente suplementado e inoculadas a
partir destes stocks para o meio liquido.

2.3. Compostos

A canamicina (KAN) e a tetraciclina (TET) foram fornecidas pela Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid,
Espanha). As solucbes de TET foram preparadas em metanol da Pronalab (Lisboa, Portugal)
enquanto que para a KAN o solvente foi 4gua destilada estéril. Esta solucao foi filtrada com filtros de
seringa estéreis de PVDF com 0,22 um de diametro de poro da Rotilabo ® carl Roth Gmbh
(Karlshure, Alemanha). As soluc@es stock foram armazenadas a - 20 °C.

O brometo de etideo (EtBr) foi fornecido pela Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espanha) e
preparado em agua destilada estéril. A dissolugédo do EtBr foi efectuada numa placa de aquecimento
magnética SNIJDERS (Tilburg, Holanda), na hotte. Estas solu¢gbes foram armazenadas ao abrigo a
luz a 4 °C. O tampéo fosfato (PBS — Phosphate Buffered Saline) (10 mM, pH 7,4) e a glucose foram
fornecidos, respectivamente, pela Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espanha) e pela Merck
(Darmstadt, Alemanha). A solucédo de glucose foi preparada em agua destilada estéril, filtrada com
filtros de seringa estéreis de PVDF com 0,22 um de diametro de poro da Rotilabo ® Carl Roth Gmbh
(Karlshure, Alemanha) e armazenada a 4 ° C.

O carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) foi fornecido pela Sigma Aldrich Quimica S.A.

(Madrid, Espanha) e preparado em 50 % de agua destilada estéril e 50 % de metanol. Para uma
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dissolucgédo eficaz colocou-se a solugdo em banho-maria numa placa de aquecimento DESAGA GmbH
SARRSTED-Gruppe (Heidelberg, Alemanha). A solugcdo foi armazenada ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. O cianeto de potassio (KCN) foi adquirido na Merck (Darmstadt, Alemanha) e
foi preparado com agua destilada estéril. A clorpromazina (CPZ), a tioridazina (TZ) e o phe-arg-
napthylamide (PAN) foram fornecidas pela Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espanha), prepadas
em agua destilada estéril e filtradas com filtros de seringa estéreis de PVDF com 0,22 um de diametro
de poro da Rotilabo ® Carl Roth Gmbh (Karlshure, Alemanha). Estas solu¢des foram armazenas a —

20 ° C e ao abrigo da luz.
2.4. Viabilidade Celular

Para obter uma estimativa do niumero de células viaveis apés cada ensaio no Rotor-Gene 3000™, na
presenca de diferentes concentracdes de EtBr e outros compostos, efectuaram-se diluices
sucessivas das amostras (100 - 10'5) em PBS e plagueou-se 20 pL em placas de Petri com 20 mL de
meio LA. Apés 18 h de incubacao a 37°C contou-se o nimero de unidades formadoras de colénias
(CFU - Colony Forming Units). Como controlo e termo de comparagéo plagueou-se as células antes e

apds cada ensaio no Rotor-Gene 3000™ na auséncia de qualquer agente quimico.

2.5. Medicbes de Fluorescéncia — Fluorimetria em Te  rmociclador de Tempo Real: Rotor-Gene
3000™

O protocolo standard para analise fluorimétrica foi desenvolvido tendo como ponto de partida o
trabalho efectuado por Vorwieger et al. (2006), bem como os artigos publicados nos quais se
efectuaram ensaios de transporte de brometo de etideo em diversos microrganismos (e.g. Yerushalmi
et al. (1995), Hsieh et al., (1998), Kaatz et al., (2000), Neyfakh et al. (2001), Stahl et al. (2001),
Raherison et al. (2002), e Stephan et al. (2004)). Os valores para alguns parametros do protocolo por
nds desenvolvido para Escherichia coli foram consultados em trabalhos anteriores, nos quais se
utilizou este microrganismo, conforme indicado no protocolo base de andlise fluorimétrica em tempo

real que a seguir se descreve.

2.5.1. Protocolo standard de acumulacdo de EtBr por fluorimetria em termocicl aor de tempo-
real: Rotor-Gene 3000 ™

As culturas bacterianas de E. coli foram inoculadas em 10 mL de meio LB e incubadas a 37°C (Turner
et al., 1997; Herrera et al., 2002; Bohnert et al., 2005 e Schumacher et al., 2006), com agitacao (220
rpm). O crescimento celular foi acompanhado por medicdo da densidade 6ptica a 600 nm, até se
obter DOggg = 0,6 (Hirata et al., 2004), fase exponencial de crescimento, num espectrofotémetro de
tubos de ensaio Sequoia—-Turner Corporation (California, USA). A esta densidade Optica garante-se
gue as células estdo em condicdes aerobicas (Herrera et al., 2002). As células foram recolhidas

(aliquotas de 1 mL) por centrifugacao a 13000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente, numa
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minicentrifuga Biofuge pico Heraeus da Kendro Laboratory Products GmbH (Osterode, Alemanha)
(Edgar e Bibi, 1997; Lewinson et al., 2003 e Hirata et al., 2004). Descartou-se o sobrenadante e
lavou-se o pellet duas vezes com tampédo PBS, pH=7,4 (Bohnert et al., 2005 e Schumacher et al.,
2006). Ajustou-se a DOgy a 0,3 (Lewinson et al., 2003), por ressuspensdo do pellet no mesmo
tampdo utilizando o espectrofotometro PU8600 UV/VIS Pye/Unicam Ltd., Philips (Cambridge, UK).
Adicionou-se a fonte de energia, glucose, na concentracéo final de 0,4% (Edgar e Bibi, 1997; Bohnert
et al.,, 2005 e Schumacher et al., 2006) e 1 pg/mL (2,5 uM) de brometo de etideo (Bonhert et al.,
2005). Aliquotas de 100 pL foram distribuidas por microtubos de 0,2 mL. Os inibidores das BE foram
adicionados nas concentracdes desejadas. As medicBes fluorimétricas em tempo real foram
efectuadas no Rotor-Gene 3000™ da Corbett-Research (Sydney, Australia), utilizando o filtro para
comprimentos de onda de excitacdo de 530 nm band-pass (bp) e como filtro de detec¢éo o filtro de
585 nm high-pass (hp), canal A.530/585hp. As medic¢des fluorimétricas decorreram a 37 °C e foram
adquiridas em ciclos de 60 segundos.

2.5.2. Protocolo de efluxo por fluorimetria em term  ociclador de tempo real: Rotor-Gene 3000 ™

O desenho deste protocolo teve por base os trabalhos de Neifkan et al., (1991), Klyachko et al.,
(1997), Hsiegh et al, (1998), Markham et al., (1999), Kaatz et al., (2000) e Lewinson et al. (2003).

Este protocolo pode dividir-se em duas partes: (A) parte de carregamento, que consiste em carregar
as bactérias com EtBr na presenca de um inibidor de BE, numa concentragdo nao letal (1/2 MIC)
numa abordagem semelhante ao protocolo anterior; (B) efluxo de EtBr, que consiste em monitorizar o
decréscimo de fluorescéncia devido a saida de EtBr das células pela actividade de efluxo, apés

transferir as bactérias para um meio livre de EtBr.
(A) Carregamento

Sucintamente, as culturas bacterianas de E. coli foram incubadas em 10 mL de meio LB, a 37°C, com
agitacao (220 rpm). O crescimento celular foi acompanhado por medigcdo da densidade 6ptica a 600
nm, até se obter DOggo = 0,6. As células foram recolhidas (aliquotas de 1 mL) por centrifugacédo a
13000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o
pellet duas vezes com tampdo PBS, pH 7,4, ajustando-se, em seguida, a DOgy a 0,3, por
ressuspensao do pellet no mesmo tampao. Adicionou-se brometo de etideo na concentragédo final de
de 1 pg/mL, e o inibidor da actividade de efluxo uma concentracdo equivalente a ¥ da MIC. O tempo
de incubacéo foi de 60 minutos a 25°C. A monitorizacdo da fluorescéncia foi efectuada a 25 °C, com
aquisicGes em intervalos de 60 segundos utilizando os filtros de excitacdo de 530 nm bp e como filtro
de deteccdo o filtro de 585 nm hp canal A.530/585hp.
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(B) Efluxo de EtBr

Ap6s o periodo de carregamento, centrifugou-se 1 mL da suspensao celular a 13000 rpm durante 3
minutos a temperatura ambiente, descartou-se o sobrenadante e ajustou-se a DOgy a 0,3, por
ressuspensédo do pellet em PBS. Adicionou-se a fonte de energia, glucose, na concentracdo de 0,4
%. Quando desejado adicionaram-se inibidores. Aliquotas de 100 pL foram distribuidas para os
microtubos de 0,2 mL do Rotor-Gene 3000™. A medicdo da fluorescéncia foi monitorizada a 37°C
sendo as aquisicfes efectuadas em ciclos de 60 segundos, utilizando o filtro para comprimentos de

onda de excitacdo de 530 nm bp e como filtro de deteccéo o filtro de 585 nm hp, canal A.530/585hp.

2.5.3. Protocolo para modelagdo do transporte de Et Br em E. coli por fluorimetria em

termociclador de tempo real: Rotor-Gene 3000 ™

Este protocolo foi desenhado tendo como ponto de partida o protocolo standard e atendendo a

necessidade de quantificar o EtBr intracelular que resulta da acumulagao do EtBr nas células.

Incubou-se as culturas bacterianas de E. coli em 10 mL de meio LB, a 37°C, com agitacéo (220 rpm).
O crescimento celular foi acompanhado por medicdo da densidade 6ptica a 600 nm, até se obter
DOggo = 0,6. As células foram recolhidas (aliquotas de 1 mL) por centrifugacdo a 13000 rpm durante 3
minutos a temperatura ambiente, numa minicentrifuga. Descartou-se o0 sobrenadante e lavou-se o
pellet duas vezes com tampédo PBS, pH=7,4, e ajustou-se da DOgyg a 0,3, por ressuspenséo do pellet
no mesmo tampao. Adicionou-se a fonte de energia, glucose, na concentracéo final de 0,4% e o
brometo de etideo nas concentragfes de 1 a 6 pg/mL para E. coli AG100 e AG100+g, € 0,125 a 1,5
pg/mL para E. coli AG100A. Aliquotas de 100 uL foram distribuidas por microtubos de 0,2 mL, em
réplicas de seis microtubos, para cada concentracdo de EtBr. As medicdes fluorimétricas em tempo
real foram efectuadas no Rotor-Gene 3000™ da Corbett-Research (Sydney, Australia), utilizando o
filtro para comprimentos de onda de excitacdo de 530 nm bp e como filtro de detec¢éo o filtro de 585
nm hp, canal A.530/585hp. As medi¢des fluorimétricas decorreram a 37 °C, com aquisicdes em
intervalos de 60 segundos, por um periodo de tempo suficiente de modo a atingir-se o estado
estacionario.

Apés este periodo juntou-se os microtubos correspondentes a cada concentracdo de EtBr, e
centrifigou-se o volume de 0,6 mL a 13000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, numa
minicentrifuga Biofuge pico Heraeus da Kendro Laboratory Products GmbH (Osterode, Alemanha), de
modo a depositar o0 maior nimero de células possivel, recolhendo-se o sobrenadante. O volume de
0,6 mL de sobrenadante correspondente a cada concentracdo de EtBr foi filtrado utilizando filtros
PVDF Durapore, Millex® —GV3, de 0,22 pm de didmetro de poro e 13 mm de didmetro da Millipore
Corporation (Bedford, USA). Foram removidas aliquotas de 100 pL de filtrado, para cada

concentracdo de EtBr, e a fluorescéncia foi monitorizada como previamente descrito.
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2.6. Estratégia e rotina de calculo para a determin  acéo da concentracdo de EtBr intracelular

Na sequéncia do protocolo anterior e no sentido de aplicar o modelo matematico desenvolvido (ponto
3.2. da discussdo) é necessario converter os dados fluorimétricos em concentracdo de EtBr
intracelular.

A estratégia desenvolvida baseia-se na diferenca de fluorescéncia entre o EtBr livre em solucao
FL(EtBr em solucao), que € possivel dosear directamente usando o Rotor-Gene 3000™ nas
condi¢cbes definidas anteriormente, e no interior das células onde ocorre a amplificagcao do sinal de
fluorescéncia o que impossibilita a sua quantificacdo directa.

1. Assim com os dados de fluorescéncia de solu¢des de EtBr livre estabelece-se uma primeira curva
de calibragcéo que relaciona a concentracdo de EtBr com fluorescéncia;

2. A cinética de acumulagdo de EtBr nas células é efectuada de acordo com o descrito (protocolo
2.5.3). O sinal de FL(CéIuIas +EtBr) € acompanhado até se atingir um estado estacionario na
acumulacéo de EtBr nas células altura em que se efectua a centrifugacao e filtragao;

3.Ap6és a centrifugacdao e filtracdo, Ié-se o sinal de fluorescéncia do filtrado,

FL(EtBNsiirado experimental =FL(EIBI) firexp» Para cada concentragdo de EtBr (protocolo 2.5.3.). Esta
FL(EtBr)sexp » Medida experimentalmente, corresponde a uma concentragdo de EtBr livre no meio,

contabilizando apenas o sinal de fluorescéncia que “sobrou” depois das células terem acumulado
EtBr e o sobrenadante ter sido filtrado. Este valor corresponde a uma concentracdo de EtBr que é

inferior a concentragé@o de EtBr caso ndo tivessemos filtrado, pelo que o valor FL(EtBr)ge, tera de

ser corrigido, para um valor de fluorescéncia real FL(EtBT) fitradoreal =FL(EtBNsitreal s

4. Para quantificar o EtBr que se perde ap0s filtragcdo por ficar retido no filtro efectuou-se a filtragédo de
solucdes de EtBr a diferentes concentracdes (0,25 - 6 pg/mL) para achar uma relacdo entre a
fluorescéncia antes e a fluorescéncia depois de filtrar. Esta segunda curva de calibracdo permite

contabilizar a quantidade de EtBr retida no filtro FL(EtBI) igosie € PErmite converter os dados de

FL(EtBNjitexp €M FL(EBI) fitreal;

5. A diferenca entre fluorescéncia inicial do meio (FL EtBr em solucdo) e a fluorescéncia do meio
apos as células terem sido centrifugadas e filtradas e este valor corrigido para contabilizar as perdas
no filtro, FL(EtBr) iea» COrresponde a um valor de FL(EtBr)inyracear- D€ salientar que o volume se
mantém constante em todo o processo.

6. Através da primeira curva de calibracdo obtida no passo (1), converte-se a FL(EtBr)inyraceluar €M
[EtBr]im;

7. Aos dados das curvas de acumulacgéo obtidos para cada concentracao de EtBr, FL(CéIuIas +EtBr)
subtrai-se o background correspondente a fluorescéncia do EtBr em solugdo, para a respectiva
concentracgao;

8. Com os valores do dltimo ponto de fluorescéncia correspondentes as curvas de acumulacédo de

EtBr nas células devidamente descontadadas do background (passo 7) e os valores de [EtBr]int
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obtidos no passo (6) é possivel tragar uma terceira curva de calibragdo, que relaciona a concentragao
de EtBr intracelular e a fluorescéncia intracelular das células;

9. Com esta curva de calibracdo convertem-se os dados experimentais de fluorescéncia relativa a
acumulacéo de EtBr das células descontadas do background (FL(Células +EtBr) —FL(PBS +EtBr)) ao
longo do tempo em concentracdes de EtBr intracelular em fung&o do tempo;

10. Utilizando o software Table Curve™ 2D da Jandel Scientific - AISN SoftwareSTATISTICA, ajusta-

se a equagdo do modelo aos dados de [EtBr]imvs tempo e determinam-se os valores das

constantesk k.
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste trabalho desenvolveram-se protocolos e um modelo matematico mecanicista assentes numa
inovadora tecnologia de fluorimetria em termociclador de tempo real, que permitiram a demonstracao
e quantificacdo da actividade de efluxo quer em estirpes clinicamente susceptiveis aos antibidticos
como em estirpes com fenétipos de multirresisténcia, ou seja, com diferentes graus de actividade de
efluxo.

Comao referido, o protocolo foi desenvolvido tendo como estirpe padrao Escherichia coli K-12 AG100,
gue contém o sistema de efluxo AcrAB intacto e funcional. Como fluorocromo para a monitorizagao
do transporte utilizou-se o EtBr e o sinal de fluorescéncia péde ser monitorizado utilizando o Rotor-
Gene 3000™ da Corbett Reseach (Sydney, Australia), com os comprimentos de onda de excitacéo e
emissado, 530 nm bp e 585 nm hp, respectivamente.

A discussédo desta tese sera efectuada em duas fases. Numa primeira fase (conceptual) pretende-se
demonstrar a aplicabilidade do protocolo e tecnologia na demonstracdo qualitativa da actividade
(intrinseca) de efluxo. Na segunda fase aplicar-se-4& 0 modelo matematico desenvolvido para

guantificar a contribuigdo do efluxo nos diferentes fenoétipos testados.
3.1. Caracterizagdo do Transporte de EtBr

Na interpretacéo dos resultados é fundamental ter presente os conceitos basicos que estiveram na
origem do desenho do protocolo e pressupostos que se pretendem confirmar experimentalmente
(ponto 1.6.2. da introdugdo). Sucintamente, a acumulacdo de EtBr na célula é o resultado do
equilibrio dindmico entre a difusdo passiva no sentido do meio intracelular e o transporte activo
mediado por BE no sentido inverso, em particular pelo sistema AcrAB-TolC, que o efectua de acordo
com a forgca protomotriz. Este equilibrio € funcdo de uma diversidade de factores como sejam a
permeabilidade da parede celular, o grau de actividade de efluxo e de energizacao da célula entre
outros factores. Uma vez no interior da célula ocorre um incremento do sinal de fluorescéncia face a

solucdes de EtBr livre como resultado da ligacdo do EtBr a diversos alvos intracelulares.
Demonstracéo da Actividade Intrinseca das Bombas de Efluxo

Para testar a aplicabilidade do protocolo desenvolvido a monitorizagao do transporte de EtBr e a sua
capacidade em detectar a actividade intrinseca das BE em E. coli K-12 AG100, procedeu-se de
acordo com o descrito no protocolo 2.5.1. Uma vez que o EtBr fluoresce no UV tem de se optimizar a
concentracdo minima a utilizar para monitorizar o seu transporte aos comprimentos de onda
utilizados (comprimento de onda de excitagdo 530 nm emitindo a 585 nm). Para demonstrar a
actividade intrinseca dos sistemas de efluxo implica que se identifique a concentracdo minima de
EtBr que produz o minimo de acumulagéo nas células nas condigBes Optimas de energizacdo para

depois testar as variaveis que afectam o efluxo (temperatura e fonte de carbono), uma vez que é
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conhecida a dependéncia energética destes sistemas. Deste modo, utilizaram-se concentracdes
diferentes de EtBr, na presenca e auséncia de células (Figura 3.1.1.).
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Figura 3.1.1. - Monitorizag8o da intensidade de fluorescéncia do EtBr em solucdo (PBS) e da acumulagéo de
diferentes concentragfes de EtBr em E. coli AG100, a 37 °C e na presenga de [Glu] = 0,4%, ao comprimento de
onda de excitacdo de 530 nm bp e de emisséo de 585 nm hp.

Apé6s o ensaio, a viabilidade celular é praticamente 100 % para toda a gama de concentracdes de
EtBr utilizadas. Este resultado corresponde a uma média aritmética dos valores obtidos em diversos
ensaios. A determinacao da viabilidade celular no final do ensaio para cada controlo € essencial para
gue se possa avaliar a actividade de um determinado composto sobre as BE. Ha que garantir que
este € usado em concentragdes nao letais, de modo a que a fluorescéncia resultante da acumulagao
de EtBr ao longo do tempo se deva apenas a difusdo do EtBr na célula como resultado do equilibrio
dindmico entre a difusdo passiva no sentido do meio intracelular e o transporte activo mediado por BE
no sentido oposto. E ndo a entrada facilitada de EtBr nas células mortas (que advém da exposicao a
concentracdes letais dos compostos utilizados) ou a ligacéo do fluorocromo a componentes celulares
gque se encontram livres no meio como resultado da lise celular, de onde resultaria um incremento do
sinal de fluorescéncia. S6 o uso de concentragfes ndo letais de compostos permite avaliar o seu
efeito na inibigdo da actividade de efluxo. Adicionalmente, tem de se garantir que o sinal fluorimétrico
detectado ndo se deve ao efeito de um composto sobre uma subpopulacdo mas antes a uma
percentagem significativa de bactérias, uma vez que é dificil destrincar a contribuicdo das células
mortas e vivas no incremento do sinal de fluorescéncia. De referir que no célculo da percentagem de
viabilidade celular, tomou-se como 100 % de viabilidade duas referéncias distintas. Para a
determinacéo da percentagem de viabilidade da suspensdo ap6s o ensaio, tomou-se como 100 % as

unidades formadoras de coldnias (CFU) correspondentes a células sem EtBr antes de serem
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submetidas ao ensaio no Rotor-Gene 3000™. Deste modo, avalia-se a morte celular como resultado
das condi¢des experimentais. Para o calculo da viabilidade das células com EtBr e com os demais
inibidores tomou-se como 100 % de viabilidade, as células sem EtBr apés o ensaio. Tal procedimento
permite avaliar a morte celular como consequéncia do efeito de cada inibidor, independentemente da
morte causada pelas condicfes do ensaio, embora, como demonstrado no trabalho anterior (Paixao,
2006) nao ocorre morte significativa resultante das condicdes experimentais.

O resultado de viabilidade celular esta de acordo com o esperado uma vez que se utilizaram

concentragdes muito inferiores ao valor da MIC para esta estirpe MIC5E!,, =150g/mL (Viveiros et

al., 2005),
Na Figura 3.1.2. procura-se os limites superior e inferior das concentracdes de EtBr que o sistema

consegue monitorizar nas condi¢cdes anteriormente definidas.
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Figura 3.1.2. — Monitorizacdo da fluorescéncia de diferentes concentracdes de EtBr livre em solucdo ao

comprimento de onda de excitagdo de 530 nm bp e de emisséo de 585 nm hp.

Do conjunto das Figuras 3.1.1. e 3.1.2. podemos verificar que o EtBr fluoresce em solucédo para os
comprimentos de onda utilizados, sendo o sinal proporcional a concentracdo. Esta caracteristica
permite o doseamento do EtBr em solugcdo o que sera util para a modelacdo como veremos mais
adiante. Os resultados revelam a alta sensibilidade do Rotor-Gene 3000™, que permite destrincar
variacdes de 0,125 pg/mL de EtBr numa gama entre 0,125 pg/mL e 9 ug/mL, para as condi¢cdes
utilizadas. A intensidade da fluorescéncia de EtBr no tampdo (PBS) permanece praticamente
constante durante cerca de 100 minutos o que demonstra a fotoestabilidade do EtBr e permite a
analise fluorimétrica, sem perda da sua actividade, por um periodo de tempo relativamente alargado.

Este resultado esta de acordo com o obtido por Xu et al., (2003a). Por outro lado, estes resultados
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revelam a existéncia de um background associado as leituras fluorimétricas (correspondente ao EtBr
em solugdo) que tera de ser descontado na interpretacdo dos dados relativos a acumulagao de EtBr
em células, tendo particular importancia na modelacdo como veremos adiante. O EtBr em solucao
emite sinais de fluorescéncia menos intensos quando comparado com o EtBr na presenca de células
(Figura 3.1.1.). Nestas condi¢des ocorre um incremento do sinal que resulta da acumulacédo de EtBr
no meio intracelular e consequente ligacdo aos componentes intracelulares, nomeadamente ao ds-
DNA. Séo estas altera¢gfes na intensidade da fluorescéncia que permitem a monitorizagéo da cinética
de acumulacédo de EtBr em células intactas.

Da Figura 3.1.1. observa-se ainda que:

a) as células (controlo — AG100) nao fluorescem por si s6. A fluorescéncia intrinseca associada aos
fluorocromos naturais das proteinas, em particular dos aminoéacidos tirosina e triptofano, nao é
detectada, nem constitui uma interferéncia para os comprimentos de onda utilizados. Os
comprimentos de onda de excitacdo da tirosina e do triptofano, sao, respectivamente 275 e 295 nm e
0s comprimentos de onda de emissdo correspondem a 310 e 340 nm, respectivamente (Borges-
Walmsley et al., 2003). A utilizacdo de tampdo PBS como meio para ressuspenséo das células para
efectuar as leituras fluorimétricas no Rotor-Gene 3000™, em detrimento do meio LB, evita a
fluorescéncia intrinseca associada as proteinas deste Ultimo (Jones et al., 2003) como evidenciado
pelo controlo PBS (Figura 3.1.1.) que nao apresenta fluorescéncia e consequentemente néo interfere
no sinal das leituras fluorimétricas. Ao mesmo tempo, cria as condi¢des ideais para que se interrompa
a replicacdo (meio minimo), garantindo que ndo ocorre um aumento no niumero de efectivos durante
0 ensaio. Este resultado foi comprovado no trabalho anterior (Paix&o et al., 2006). Acresce ainda que
0S microrganismos patogénicos crescem num ambiente de limitagdo nutricional no hospedeiro, pelo
gue os ensaios devem ser efectuados em meio minimo, para uma maior aproximacao a realidade
(Bailey et al., 2006).

b) As células uma vez na presenca de EtBr vado incrementando o seu sinal de fluorescéncia face aos
controlos s6 com células (AG100) e face ao EtBr livre em solucdo (linhas simples), até se atingir um
estado estacionario. O incremento do sinal é o reflexo da acumulacdo e ligacdo aos alvos
intracelulares e o estado estacionario reflete o estabelecimento do equilibrio dindmico entre o
processo difusivo no sentido do meio intracelular (fungcdo da permeabilidade da membrana) e a
actividade de efluxo no sentido inverso mediada, em parte, pelo sistema AcrAB-TolC que nesta
estirpe se encontra activo e funcional e que tem como substrato o EtBr (Yu et al., 2003; Mckeegan et
al. 2004 e Piddock, 2006a).

¢) A acumulacdo de diferentes concentracbes de EtBr em E. coli AG100, sob condi¢bes que
maximizam o efluxo, ou seja, 37 °C e na presenca de glucose (0,4 %) inicia-se para concentracdes
superiores a 1 pg/mL de fluorocromo (Figura 3.1.1.). Os niveis basais de fluorescéncia observados
nas células na presenca de 1 ug/mL EtBr reflectem a resisténcia intrinseca desta bactéria ao
fluorocromo, que se traduz numa actividade de efluxo basal que leva a uma retencao minima de EtBr
a 37 °C na presenca de glucose. Pelo que devera ser esta a concentracdo a utilizar para a
demonstracdo da actividade intrinseca de efluxo. Esta concentracdo corresponde a um valor muito

inferior aos valores de MIC para esta e outras estirpes a testar
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(MICR&i0p =15040/mL ; MICAE 0017 = 2000/mL e MICEE 0n = 5ug/mL)) (Viveiros et al., 2005),

ndo exercendo um efeito bacteriostatico, pelo que assegura a viabilidade celular no final do ensaio.
Adicionalmente, corresponde a 10 % do limite de detecc&o do aparelho, o que permite acompanhar a
cinética de acumulacdo de EtBr na presencga de inibidores de BE. Intensidades de fluorescéncia
acima deste valor basal reflectem desequilibrios no processo de influxo e efluxo de EtBr o que
permite avaliar a ac¢do de determinado agente na acumulacdo de EtBr. Quanto maior o sinal de
fluorescéncia significa que uma maior quantidade de EtBr se acumulou na célula e se ligou aos alvos
intracelulares nomeadamente ao ds-DNA e, por conseguinte, maior a inibicdo das BE. O sinal de
fluorescéncia é inversamente proporcional a actividade das BE. Quando este atinge o maximo
significa que todos os mecanismos de resisténcia ao influxo de EtBr na célula foram inibidos e, por
conseguinte, a entrada do fluorocromo depende apenas da difusdo. Adicionalmente, esta
concentracdo reduzida nao interfere na difusdo de outras moléculas, ou seja, nao exerce um efeito de
competicdo quando na presencga, por exemplo, de inibidores (Xu et al., 2004). Por outro lado, a
concentracao de 1 pg/mL tem sido um valor recorrente em outros estudos de cinética de transporte

em E. coli, o0 que permite comparar os resultados obtidos com trabalhos anteriores.

Um aspecto comum a todas as BE é a sua dependéncia energética que advém da hidrélise
enzimética de ATP. Dado o efluxo de substratos ser um processo enzimatico é, por conseguinte,
dependente da temperatura. Enquanto as BE de um s6 componente obtém energia directamente da
hidrélise de ATP por cinases ou ATPases, 0s sistemas multicomponentes, como seja 0 sistema
tripartido AcrAB-TolIC, de E. coli, obtém energia a partir do gradiente proténico gerado pela cadeia
transportadora de electrdes ou pela hidrdlise de ATP por ATPases dependentes da temperatura
(Martins et al., 2006). Deste modo, quando sdo empregues condicdes energeticamente limitantes,
como sejam, decréscimo de temperatura (25 °C), auséncia de fonte de carbono (glucose) ou ambas
em simultaneo sera expectavel a ocorréncia de um incremento na acumulacdo de EtBr nas células,
em particular para 1 pg/mL de EtBr, que nas condi¢cdes optimas de efluxo gera o minimo de

acumulacado (Figuras 3.1.3. e 3.1.4.) dada a dependéncia energética destes sistemas.
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Figura 3.1.3. - Influéncia da auséncia da fonte de carbono na acumulagdo de EtBr em E. coli AG100 a 37 °C.

Comparagéo com as condi¢des 6ptimas de efluxo (37°C e [Glu]=0,4%).
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Figura 3.1.4. — Influéncia da redugéo da temperatura (25 °C) na acumula¢éo de EtBr em E. coli AG100 na

presenca de [Glucose] = 0,4 %. Comparacao com as condicdes optimas de efluxo (37°C e [Glu]=0,4%).

Ao eliminar-se a fonte de carbono (glucose) esta a inibir-se a actividade das BE que obtém energia a
partir da hidrolise de ATP e também as dependentes do gradiente protonico, uma vez que estas duas
componentes estéo interligadas. A célula ndo produz ATP e portanto, ndo tem energia para activar os

seus sistemas de efluxo, sendo o equilibrio dindmico deslocado no sentido do meio intracelular o que
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resulta numa maior acumulagdo de EtBr no interior das células e consequente ligacdo deste aos
alvos intracelulares, mesmo a 37 °C (Figura 3.1.3.). Na auséncia de glucose para o tempo em que
decorre o ensaio ndo se atinge um estado estaciondrio, ou seja, um equilibrio entre os dois
fenémenos de transporte a difusdo no sentido do meio intracelular e o transporte activo mediado por
BE no sentido oposto. Este efeito € mais notério para concentracbes maiores de EtBr. O influxo
permanente de EtBr denota a dependéncia da actividade de efluxo da fonte de carbono.

Do mesmo modo e dado este ser um processo enzimatico, o decréscimo da temperatura origina um
incremento na acumulacéo de EtBr, uma vez que se inibem estes sistemas de efluxo (Figura 3.1.4.).
Os resultados expressos nas Figuras 3.1.3. e 3.1.4. estdo de acordo com o esperado o que
demonstra a dependéncia energética dos sistemas de efluxo em particular de AcrAB-TolC que tem o
EtBr como substrato e que, para esta estirpe, se encontra activo e funcional. A Figura 3.1.5. sintetiza

este comportamento para as diferentes concentraces de EtBr apés 30 minutos de ensaio.
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Figura 3.1.5. — Sintese da influéncia da auséncia de glucose e redugdo da temperatura face as condicdes
optimas de efluxo (37 °C na presenga de [Glucose] = 0,4 %), apés 30 min de ensaio. A auséncia de glucose e

reducéo de temperatura provocam um incremento na acumulacgdo de EtBr face as condi¢des 6ptimas de efluxo.

A demonstracao final da dependéncia energética dos sistemas de efluxo de EtBr em E. coli encontra-
se na Figura 3.1.6., onde se demonstra que o decréscimo da temperatura para 25 °C reduz em 90 %
a concentracdo minima de EtBr (0,1 pg/ml) que provoca uma acumulacgéo idéntica a 1 pg/ml de EtBr
nas condicdes Optimas de efluxo (37 °C e presenca de glucose). Estes resultados estao de acordo cm
0s obtidos por Martins et al., (2006).

Deste modo, o protocolo de acumulacdo desenvolvido, a metodologia utilizada e a estratégia seguida
permitiu demonstrar com elevada sensibilidade a actividade intrinseca de efluxo em E. coli AG100 e a
sua dependéncia energética uma vez que a cinética de acumulacdo reage consistentemente as
variagbes de temperatura e a presenga ou auséncia da fonte de carbono. Estes resultados permitiram
demonstrar que o efluxo € um fendmeno de transporte activo o que estd de acordo com os demais

trabalhos anteriores.
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Figura 3.1.6. - Influéncia da auséncia de glucose e da redugdo da temperatura (25 °C) na acumulacéo

intracelular de EtBr. Concentracdo de EtBr que produz uma acumulacdo idéntica a 1 pg/mL de EtBr nas

condicdes 6ptimas de efluxo.

Contudo os protocolos de acumulacéo e as cinéticas de acumulacdo de EtBr sdo apenas uma medida
indirecta da capacidade de efluxo de uma bactéria, estando sujeitos a variages devidas a mudangas
da sua permeabilidade. A melhor forma de se ter uma medida directa da actividade de efluxo de uma
bactéria e de se demonstrar inequivocamente a actividade de um inibidor de BE sera ao poder-se
isolar e visualizar esse efluxo a ocorrer na auséncia do inibidor. A tecnologia bem como as

metodologias desenvolvidas neste trabalho oferecem essa possibilidade.

Demonstracao da Actividade de Efluxo e do Efluxo Ac  tivo

Empregando as condi¢c8es 6ptimas nas quais ocorre uma acumulacao reduzida de EtBr (1 pg/mL, 37
°C na presenca de glucose) e adicionando concentracdes crescentes de inibidores é possivel
identificar a concentracdo minima de inibidor que gera acumulacdo de EtBr. Esta estratégia foi
empregue anteriormente (Paixao, 2006), tendo-se estudado o efeito inibitério na actividade de efluxo
produzido pela presenca de compostos como o carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP),
a clorpromazina (CPZ), tioridazina (TZ), verapamil (VP) e o phe-arg-napthylamide (PAN), em E. coli
AG100, e em particular, sobre o sistema AcrAB-TolC, por compara¢gdo com a estirpe AG100A que
possui este sistema inactivo. De entre os inibidores estudados os mais promissores foram as
fenotiazinas que, quando usadas em concentragdes que ndo inibam a replicacdo e ndo sejam letais
para as bactérias, produzem efeitos muito significativos na acumulacéo de EtBr em E. coli.

O CPZ pertence a familia das fenotiazinas. Esta € uma molécula receptora antagonista e inibidora da
ligacdo do calcio a proteina calmodulina, em bactérias. Inibe a actividade de ATPases (e de outros
enzimas) dependentes de calcio por inibicdo do acesso a este catido o que promove a inibicdo dos
processos de transporte (influxo e efluxo) (Kaatz et al., 2003 e Amaral et al., 2007). A existéncia de
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Ca®* livre no meio intracelular tem uma funcao fulcral na regulacdo dos processos fisiologicos em
procariontes, como a divisdo celular e sinalizacdo na transduccédo (Jones et al., 2003). E utilizada
como neuroléptico e antiemético e evidencia um efeito modesto mas extenso de actividade
antimicrobiana (Kaatz et al.,, 2003). Os mecanismos através dos quais exerce a sua funcao
antimicrobiana e/ou potencia a actividade de outros agentes antimicrobianos em bactérias, recai
sobre a capacidade de matar as bactérias fagocitadas (Kaatz et al., 2003 e Ordway et al., 2003).
Provou-se que as fenotiazinas tém uma accéao inibitéria na actividade das BE potenciando, deste
modo, a accao de outros agentes antimicrobianos, reduzindo a resisténcia a antibioticos e, em alguns
casos, sendo responsaveis pela reversao total da resisténcia em células cancerigenas e bactérias
(Kaatz et al., 2003; Ordway et al., 2004 e Amaral et al., 2007). De acordo com Kaatz et al., (2003) a
inibicdo das BE por estas fenotiazinas pode envolver a interacccéo directa com a bomba e em menor
extensdo a reducdo do potencial de membrana. As fenotiazinas alteram a morfologia das bactérias
para concentragfes inferiores aquelas que inibem a sua replicagdo. Em E. coli, provocam a
filamentacao da bactéria (Ordway et al., 2003).

A Figura 3.1.7. demonstra que concentracfes crescentes de CPZ (5 a 20ug/mL) promovem
incrementos na acumulacéo de EtBr, de um modo dependente da concentracédo de inibidor, que néao
ocorrem na auséncia destas moléculas, em condicdes de maximo efluxo (37 °C e presenca de

glucose). As concentracfes utilizadas séo inferiores ao valor de MIC previamente determinado

(Mlcggioo =60g/mL) (Viveiros et al.,, 2005) pelo que se assegura a ndo letalidade destes

inibidores.

O incremento do sinal de fluorescéncia resulta da maior acumulacdo de EtBr e a sua consequente
ligacdo aos alvos intracelulares, como resultado da inibicdo das BE. A inibicdo do efluxo na presenca
de glucose origina que o estado estacionario seja atingido a um tempo superior ao ocorrido para as
células na presenca somente de EtBr. No entanto, este patamar ocorre para um tempo inferior ao
observado na inibicdo na auséncia da fonte de carbono. Nesta situacdo, ocorre uma maior
acumulacéo de EtBr sendo o equilibrio entre os processos difusivo e o transporte activo mediado por
BE atingido mais tardiamente. Neste Ultimo caso, o efeito mais pronunciado na acumulagéo
intracelular de EtBr evidencia o sinergismo entre a auséncia da fonte de carbono e a presenca de
inibidor.
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Figura 3.1.7. - Influéncia de concentracdes crescentes de CPZ na acumulacao intracelular de 1 pg/mL de EtBr

em E. coli AG100 a 37 °C na auséncia e presenca de glucose (0,4%).

Para tentar destrincar e isolar a componente do efluxo da componente da difusdo adopta-se uma
estratégia de carregamento das células com EtBr sendo estas lavadas e 0 meio substituido por novo
meio sem fluorocromo, como descrito no protocolo 2.5.2. Ao garantir-se condi¢cdes experimentais de
maxima acumulacdo uma maior quantidade de EtBr ird acumular-se nas células e assim poder-se-a
visualizar melhor o efluxo quando o inibidor for retirado do meio.

Através dos resultados anteriores definem-se como melhores condi¢des para favorecer a acumulagao
de 1 pg/mL EtBr a auséncia de glucose, acumulacédo a 25 °C e na presenca de uma concentracao
nao letal de inibidor. Apds lavagem para a remocao do EtBr e inibidor o0 meio é reposto substituindo-o
por (1) meio sem glucose e sem inibidor; (2) meio com glucose e sem inibidor; (3) meio sem glucose e
com inibidor e (4) meio com glucose e com inibidor. Esta abordagem permitira comprovar a
dependéncia energética (fonte de carbono) dos sistemas de efluxo, avaliar de um modo mais directo
o efeito inibitorio dos inibidores de BE e determinar a concentragao 6ptima que inibe totalmente estes
sistemas, se se utilizar uma gama de concentragBes de inibidor. A fluorescéncia foi monitorizada
durante 15 minutos a 37 °C, de acordo com o descrito no protocolo 2.5.2.. Os resultados de efluxo
séo apresentados em termos de fluorescéncia relativa uma vez que este € um fenédmeno muito rapido
que ocorre nos primeiros instantes que decorrem entre a lavagem e o inicio das leituras fluorimétricas
no Rotor-Gene 3000™, havendo alguma discrepancia entre o sinal de fluorescéncia final resultante
da acumulacdo de EtBr na presenca do inibidor e o sinal de fluorescéncia inicial no ensaio de efluxo
devido ao facto de ser impossivel proceder a lavagem das células sem interromper a captura de sinal.
Os resultados da Figura 3.1.8. correspondem ao efluxo de células carregadas com 1 ug/mL de EtBr

na presencga de 20 pg/mL de CPZ a 25 °C na auséncia de glucose durante 60 minutos.
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Figura 3.1.8. — Influéncia da glucose (0,4 %) no efluxo de EtBr a 37°C. Células previamente carregadas com 1

pg/mL de EtBr na auséncia de glucose e na presenca de 20 pg/mL de CPZ a 25 °C.

A restauracao das condi¢cBes Optimas que minimizam a acumulacdo de EtBr, ou seja, presenca de
glucose (0,4 %) a 37 °C potenciam o efluxo e este passa a ser faciimente visualizado no fluorimetro.
Na presenca de glucose a 37 °C o efluxo é muito mais rapido, sendo praticamente obviado na
auséncia da fonte de carbono (Figura 3.1.8.), o que demonstra, mais uma vez, a dependéncia
energética destes sistemas e prova que o efluxo é um transporte activo.

Estes ensaios de carregamento das células na presenca de um inibidor de BE, sendo o EtBr
activamente removido das células quando estas sdo energizadas permite inferir, tal como haviamos
pressuposto (ponto 1.6.2. da introducdo) que o EtBr dentro das células se liga de uma forma
transiente a outros alvos que ndo o ds-DNA (Caron et al., 1998 e Joux e Lebaron, 2000). Ligacdes
essas que serdo muito menos fortes e menos especificas, eventualmente por ligacdes
electrostacticas, do que a ligacédo por intercalacdo nos residuos de guanina-citosina do ds-DNA. De
facto, em células intactas o interior da membrana encontra-se carregado negativamente o que
favorece a interaccao electrostactica entre essas cargas e as cargas positivas do flourocromo (Silva
et al., 2004). Adicionalmente, é hoje reconhecido que o EtBr acumula e pode alcancar e ligar-se a
uma diversidade de alvos intracelulares (e.g., ss-RNA, ds-RNA, ss-DNA, sequencias de
oligonucleotidos, proteinas) (Vardevanyan et al., 2003 e Martins et al., 2006), formando diversos
complexos que originam um incremento de fluorescéncia em relacdo a solu¢des contendo EtBr livre.
Eventualmente, uma pequena parcela de EtBr pode alcancar o ds-DNA e a ele ligar-se por
intercalacdo, sendo esta uma ligacdo especifica (lhmels e Otto, 2005). Uma vez ligado ao ds-DNA
forma uma ligacdo de tal modo forte (lhmels e Otto, 2005) que a actividade de efluxo ndo sera
suficiente para o “desligar” desta macromolécula e o remover da célula. Quando tal acontece a
viabilidade celular é reduzida ou totalmente obviada dada a natureza téxica do composto (Martins et
al., 2006). Nestas circunstancias o EtBr inibe a DNA polimerase, exercendo deste modo um efeito

bacteriostatico (Nordmeier, 1992).
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Adicionalmente, ensaios efectuados com liposomas demonstraram que a alteracdo da fluorescéncia
de EtBr é independente da presenca de DNA (Lorch et al., 2005), o que sustenta a hipétese de que o
EtBr ao penetrar nas células pode ligar-se a outros alvos que ndo ds-DNA. O pressuposto de que o
EtBr se liga a outros alvos que ndo o ds-DNA vai de encontro ao modelo proposto para o
funcionamento do sistema tripartido AcrAB-TolC de E. coli (ponto 1.3.4.1. da introducéo), em que o0s
substratos que penetram na célula podem sofrer efluxo para o meio extracelular apartir do
periplasma, antes de alcangarem o citoplasma, onde eventualmente se ligariam ao ds-DNA.

Deste modo, estes resultados sugerem que o EtBr se liga a diversos alvos intracelulares sendo essa
ligagdo reversivel.

Adicionando concentra¢gBes crescentes de inibidor ([CPZ] = 5 — 10 -15 pg/mL) nas condi¢bes que
favorecem o efluxo (37 °C na presenca de glucose) (Figura 3.1.9.), obtém-se niveis de inibicdo da
actividade de efluxo gradualmente maiores ocorrendo uma completa inibicdo da actividade de efluxo

para uma concentracdo minima de CPZ igual a 15 pg/mL.
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Figura 3.1.9. — Efeito de concentragdes crescentes de CPZ na inibicdo da actividade de efluxo a 37 °C e na
presenca de glucose. Células previamente carregadas com 1 pg/mL de EtBr na auséncia de glucose e na
presenca de 20 pug/mL de CPZ a 25 °C.

A eliminacdo total da actividade de efluxo € conseguida em condi¢cdes de privacdo da fonte de
carbono (Figura 3.1.10.), recorrendo-se a concentracfes muito menores de CPZ evidenciando o
efeito sinergético da falta de glucose e presenca de inibidor na retencéo de EtBr. Para uma [CPZ] = 3
pg/mL consegue-se a total inibicdo da actividade de efluxo o que reforca, uma vez mais a
dependéncia da fonte de carbono no efluxo activo de EtBr em E. coli. A retencéo de EtBr nas células
na presenca de inibidores da actividade de efluxo demonstra, directa e inequivocamente, a presenca
destes sistemas de efluxo activo em E. coli que estao implicados na remocéo intracelular de EtBr.
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Figura 3.1.10. - Efeito de concentracBes crescentes de CPZ na inibicdo da actividade de efluxo a 37°C e na
auséncia de glucose. Células previamente carregadas com 1 pg/mL de EtBr na auséncia de glucose e na
presenca de 20 pg/mL de CPZ a 25 °C.

A abordagem metodolégica empregue (protocolo efluxo) permite verificar o efeito de diversos
compostos na inibicdo da actividade de efluxo, constituindo uma excelente metodologia de escrutinio
de novos inibidores que permite seleccionar a concentragdo minima que provoca total retencdo de

EtBr nas células.

Em seguida testou-se o efeito da inibicdo “cruzada”. Para as mesmas condicbes de acumulacéo
(acumulacdo de 1 pg/mL sem glucose na presenca de 20 pg/mL CPZ a 25 °C) efectuou-se o
protocolo de efluxo na presenca de outros inibidores, tioridazina (TZ) e L-Phe-L-Arg-#-napthylamide
(PASN). A tioridazina pertence a familia das fenotiazinas e tal como CPZ tem caracteristicas e efeitos
analogos. O PAAN é um inibidor das BE que consiste num dipéptido associado a uma quinolona, na
extremidade carboxil e uma aminoprolina na extremidade amina. Este mostrou exibir um efeito nos
mecanismos de efluxo de vérias bactérias Gram-negativas reduzindo a resisténcia a levofloxacina em
estirpes de P. aeruginosa e E. coli que super expressam o sistema MexAB-OprM e AcrAB-TolC,
respectivamente (Marquez et al., 2005 e Pages et al., 2005). Foi descrito que este composto podera
funcionar como um inibidor especifico deste sistema (Viveiros et al., 2005). E ainda responséavel pela
melhoria da accdo antimicrobiana dos macrélidos azitromicina, claritromicina e eritromicina numa
variedade de bactérias Gram-negativas, como sejam, Salmonella Typhimurium, Haemophilus
influenza e Escherichia coli. Todas estas bactérias contendo o sistema AcrAB. As concentracfes

usadas séo inferiores aos valores de MIC previamente determinados

(MIC %100 = 10049 / mL;MICREY0 > 2004g/mL) (Viveiros et al., 2005).
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Figura 3.1.11. — Efluxo (a 372C e na presenca de 0,4% de glucose) de células de E. coli AG100 carregadas com
1 pg/mL de EtBr na presenca de 20 pg/mL de CPZ a 25 °C sem glucose. Efeito inibitério de concentragdes

crescentes de tioridazina (TZ).
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Figura 3.1.12. - Efluxo (a 372C e na presenca de 0,4% de glucose) de células de E. coli AG100 carregadas com
1 pg/mL de EtBr na presenga de 20 ug/mL de CPZ a 25 °C sem glucose. Efeito inibitério de concentragdes
crescentes de L-Phe-L-Arg-Snapthylamide (PAN).

Na presenca de glucose o efeito da adicdo da TZ demonstrou para a mesma concentracdo de 15
pg/mL um efeito inibitério ligeiramente superior a CPZ (Figura 3.1.11.). JA& o PAN nédo apresenta
qualquer efeito de inibicdo para as concentragdes utilizadas (Figura 3.1.12.). De facto julgava-se que
o PBAN tinha um efeito inibitério especifico e directo no sistema AcrAB (Viveiros et al., 2005). No
entanto, o resultado anterior, bem como a abordagem efectuada no trabalho precedente (Paixao,

2006) demonstraram que tal podera ndo ser verdade, pelo menos no periodo de tempo em que se
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efectua os ensaios de acumulacao e efluxo. Esta € a demonstragdo que a tecnologia e a metodologia
utilizadas neste trabalho irdo ser de grande importancia para a caracterizagdo do modo de acc¢éo dos
inibidores de bombas de efluxo em bactérias. Embora descrito na literatura como um inibidor directo e
especifico do sistema AcrAB-TolC ele nédo afecta directamente o efluxo em E. coli. Os seus efeitos
inibitérios terdo de ser explicados por accdo inibitéria de longo prazo, possivelmente na regulacéo de

expressdo do sistema, problema que sera explorado em futuros trabalhos.

Estes resultados, obtidos segundo o protocolo de efluxo (protocolo 2.5.2.) sdo consistentes e estdo
em sintonia com os resultados obtidos numa abordagem indirecta de estudo da actividade de efluxo,
ou seja, observando o efeito dos inibidores por acumulacéo de EtBr (protocolo 2.5.1.) nas condi¢cdes
que favorecem o efluxo (37 °C e presenca de glucose (0,4%)) (Paixdo, 2006). Estes resultados
evidenciam a validade de ambas as abordagens metodolégicas (protocolo de efluxo vs protocolo de

acumulacao).

Apesar de se ter demonstrado a inibicdo do efluxo por adicdo de concentragBes crescentes de
inibidores para eliminar a ddvida se o decréscimo de fluorescéncia se deverd em parte ao
photobleaching de EtBr ou ao leaking out do fluorocromo da célula tecem-se as seguintes
consideracdes e abordagens experimentais com vista a avaliar estas hipéteses:

a) os resultados da Figura 3.1.1. evidenciam, tal como referido, a fotoestabilidade do EtBr, o que
permite a andlise fluorimétrica sem perda de sinal durante o periodo do ensaio. No caso do efluxo
este periodo é extremamente curto (15 min).

b) demonstra-se que ndo ocorre leaking out ou que este pode ser negligenciavel face a actividade de
efluxo, efectuando-se um ensaio onde se mata as células de E. coli AG100 por exposi¢cao a 20 mM
de KCN, durante cerca de duas horas, devidamente certificado por contagem de CFUs, procedendo-
se depois de acordo com o protocolo de efluxo (Figura 3.1.13.). O KCN é um inibidor das citocromo
oxidases do Complexo Ill na cadeia respiratoria transportadora de electrdes de E. coli impedindo a
transferéncia destes para o oxigénio e consequente sintese de ATP por fosforilagdo oxidativa ao nivel
da cadeia respiratoria (Kitajima-lhara e Yagi, 1998). Trata-se um potente inibidor e um composto
extremamente toxico, pela capacidade em “atacar” o transporte electronico (Miles, 2003). A adicéo de
KCN induz a entrada de EtBr como reflexo da inibicdo das BE dependentes da hidrélise de ATP,
como demonstrado no trabalho anterior (Paixdo, 2006), por actuagdo ao nivel da cadeia
transportadora de electrfes.

O resultado (Figura 3.1.13.) evidencia que o EtBr que entra nas células por via da morte das mesmas,
ndo sai mesmo quando sdo restabelecidas as condicBes Optimas de efluxo (37°C na presenca de
glucose) apo6s lavagem. O controlo relativo ao efluxo situa-se a um nivel de fluorescéncia

praticamente idéntico as células carregadas com 1 pg/mL de EtBr na presenca de 20 mM de KCN.
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Figura 3.1.13. — Efluxo de EtBr na presenca de glucose a 37 °C de células de E. coli AG100 previamente

carregadas (mortas) com 1 ug/mL de EtBr na presenca de 20 mM de KCN.

Deste modo, demonstra-se que nédo ha leaking out de EtBr e que o decréscimo de fluorescéncia &, de

facto, devido a actividade de efluxo activo, como previamente demonstrado.

Demonstracdo do Efluxo Activo de EtBr Mediado por B ombas Dependentes da Forca

Protomotriz

Como corolario da hipétese anteriormente colocada de que esta tecnologia e metodologia serdo Uteis
na demonstracao das propriedades e mecanismos do efluxo em bactérias procurou-se aplicar o
trabalho anteriormente descrito a demonstracdo experimental do dogma de que o sistema AcrAB-
TolC depende da forca protomotriz. Este dogma tem-se baseado nos efeitos a longo prazo dos
desacopladores na resisténcia aos antibiéticos e na utilizagdo de protocolos de acumulagéo, tal como
efectuado no trabalho anterior (Paixdo, 2006). Neste trabalho procurou-se utilizar as vantagens da
visualizag&o directa do efluxo.

O grau de actividade deste sistema foi testado recorrendo a estirpe padrao, AG100, que possui o
sistema AcrAB-TolC activo e funcional, a estirpe AG100A que possui este sistema inactivo por
insercdo do gene Kan do transposao Tn903 (Okuso et al., 1996) e a estirpe de E. coli AG100
adaptada a 12 pg/mL de tetraciclina (AG100+g7) que apresenta a super expressao deste sistema de
efluxo (Viveiros et al., 2005).

Os resultados (Figura 3.1.14.) correspondem ao efluxo de células carregadas na presenca de 5

pg/mL de CCccCP valor inferior a MIC para as trés estirpes

(MICSESE, =10zg/mL; MICSSSEA =10 zg/mL eMICSSSEorer = 20 pg/mL (Viveiros et al., 2005)).
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Figura 3.1.14. — Efluxo de EtBr em AG100, AG100A e AG100ter em células previamente carregadas com 1
pg/mL de EtBr na presenca de 5 pg/mL CCCP.

Os resultados (Figura 3.1.14.) evidenciam a maior retencéo de EtBr na estirpe AG100A que possui 0
sistema AcrAB inactivo. Segue-se a estirpe padrdo que o0 extrui activamente através da forca
protomotriz. A menor retencdo € feita pela estirpe AG100rgr uma vez que apresenta a super
expressdo deste sistema removendo o EtBr de um modo mais eficaz do interior das células,
atingindo-se um patamar de fluorescéncia relativa a um nivel inferior comparativamente as estirpes
anteriores. Este comportamento demonstra a implicacdo das BE na remocdo do EtBr, em particular
do sistema AcrAB, uma vez que as trés estirpes diferem entre si pelo grau de actividade deste
sistema.

A adicdo de 5 pg/mL de CCCP (concentracdo idéntica a que produziu acumulagdo) no final da
lavagem (Figura 3.1.15.) origina uma maior retencdo de EtBr nas trés estirpes indicando que este
inibe a acividade de efluxo e que esta actividade é em parte devida a forgca protomotriz, o que esta de
acordo com os trabalhos anteriores. O estudo da componente energética associada ao gradiente
protonico tem sido efectuado por recurso a este composto (Ghoul, et al., 1989). O CCCP é um agente
desacoplador de electres, que anula a ligagdo obrigatéria entre a cadeia respiratdria e o potencial
proténico nas células procariotas, pelo que a energia é libertada preferencialmente sob a forma de
calor em vez de ATP (Low et al., 1999). E um &cido fraco lipossoltvel e, como tal, dissolve-se na
bicamada fosfolipidica da parede E. coli anulando o potencial de membrana por dissipacao do
gradiente de protdes. Ele colapsa o gradiente de pH ligando um protédo ao lado acido da membrana,
difundindo-se através desta e libertando um protdo no lado alcalino da membrana. O CCCP pode
transportar protdes para o interior da célula sem a participagdo da ATP sintase. Assim, a forca
protomotriz (PMF) é anulada e o ATP ndo pode ser sintetizado. A desenergizagdo de E. coli resulta
do aumento da permeabilidade da membrana aos protbes (Riondet et al.,, 1999), enquanto a
respiracao celular continua e pode até ser estimulada (Ghoul et al., 1989; Low et al., 1999 e Riondet
et al., 1999).
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Figura 3.1.15. — Inibicdo do efluxo de EtBr em AG100, AG100A e AG100+er na presenca de 5 pg/mL de CCCP

em células previamente carregadas com 1 pg/mL de EtBr na presenca de 5 pg/mL CCCP.

No entanto o efeito deste inibidor da actividade de efluxo é inferior ao observado para CPZ na
concentracao proxima que produz acumulagdo, ou seja, ndo ocorre a completa retengédo de EtBr na
célula o que sugere que o efluxo de EtBr sera igualmente mediado por outras BE, porventura
dependentes da hidrélise de ATP, uma vez que como vimos podemos desprezar o leaking out de
fluorocromo ou, por outro lado, este sera um inibidor menos potente que CPZ tendo que se optimizar

a concentracdo minima que produz total retencdo sem, no entanto, causar morte celular.

Assim, foi possivel demonstrar por visualizacdo directa que o efluxo de EtBr é um processo de
transporte activo mediado por BE em E. coli, em particular pelo sistema AcrAB-TolC, e que este

mecanismo de resisténcia pode ser inibido.

Demonstrada a existéncia do mecanismo biolégico de transporte e sendo este apenas uma das
componentes da resisténcia intrinseca aos antibiéticos foi colocado o desafio seguinte de se proceder
a modelacéo do processo de transporte EtBr em E. coli. Para tal tem de se entrar em linha de conta
com todas as variaveis que afectam o transporte deste substrato em E. coli, a permeabilidade e o

efluxo, pelo que o protocolo de eleicédo para o efeito sera o protocolo de acumulacao.
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3.2. Modelacao do Transporte de EtBr

Nesta segunda fase do trabalho pretendeu-se modelar o transporte de EtBr através de E. coli tendo-
se para tal definido um protocolo de monitorizacdo do seu transporte por fluorimetria em
termociclador de tempo real (Rotor-Gene 3000™) (protocolo 2.5.3). O protocolo foi definido tendo
como estirpe padrdo E. coli AG100 sendo, por conseguinte, o procedimento integral descrito em
maior detalhe para esta estirpe. O EtBr tem sido muito utilizado como sonda para estudar a
permeabilidade e mecanismos de efluxo em bactérias sendo particularmente Gtil uma vez que
apresenta niveis menos intensos de fluorescéncia em ambiente aquoso, fora das células, ocorrendo
um incremento de sinal quando se encontra no meio intracelular em particular em ambientes
hidrofébicos e apolares. E aceite que o EtBr entra na célula por difusdo passiva a favor do gradiente
de concentracdo sendo removido do meio intracelular pela actividade de efluxo sendo este um
transporte activo, tal como demonstrado na primeira parte deste trabalho. Uma vez no meio
intracelular pode ligar-se a uma diversidade de alvos e intercalar-se no ds-DNA, atingindo o ds-DNA
cromossémico s6 em elevadas concentragdes intracelulares e que afectam a viabilidade celular.
Assim, a intensidade da fluorescéncia das células € uma medida do contetdo intracelular de EtBr que
resulta do equilibrio dinamico entre estes dois processos de transporte estando dependente de uma
multiplicidade de factores. A primeira condicdo experimental foi a utilizacdo de concentracdes de EtBr

que garantiam no final dos ensaios 100% de viabilidade.

A quantificacao do efluxo passou pela definicdo de parametros correspondentes a taxas de influxo e
de efluxo de EtBr expressas matematicamente no modelo mecanicista desenvolvido e que a seguir se
descreve.

Fazendo um balango a taxa de variagdo da concentracdo de EtBr intracelular e assumindo uma

cinética de primeira ordem, tem-se que:

dEtBr ],

s k*[EtBr] o~k [EtBI] (3.2.1)

onde, [EtBr]int corresponde a concentragdo intracelular de EtBr na célula (ug/mL); [EtBr]exté a

concentracdo de EtBr no meio extracelular (ug/mL); k* corresponde a taxa de entrada de EtBr na

célula (min™) e k™ corresponde a taxa de saida de EtBr do meio intracelular (min™). Utilizando a lei da

conservagao para o [EtBr]Tot :
[EtBr | 1= [EBr | o + [EtBI ] i (3.2.2)

Substituindo a equacao (3.2.2.) em (3.2.1.) obtém-se:

d[EtBr],,

o =k*(EtBr | 1o~ [EtBr | ;) -k [EtBI ], (3.2.3)
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ou seja,

d[EtBr],,

s k*[EtBr | 1or - (|<+ + k‘XEtBr] - (3.2.4)

De modo a resolver a equagdo anterior de forma explicita podemos usar a seguinte mudanca de

variavel:
[ ] < [ ]
=|EtBr|. ,————|EtB 3.2.5.
X int K ke 1 Tot ( )

Fazendo a substituicdo da equagéo (3.2.5.) em (3.2.4.) obtém-se:

I

- k™
o [EtBr]Tot—(k +k {x+k++k_[EtBr]T0tJ(3.2.6.)

isto &,

% =—(k* +k7)x (3.2.7.)

A solucéo genérica da equacao anterior é:
x(t) = x(t = 0)e "+t (3.2.8)

Desfazendo a mudanca de variaveis, por substituicao de (3.2.5.) em (3.2.8.), obtém-se a equacao

final para a variagdo da concentracdo de EtBr no interior da célula:

[EtBr], () = k+k—++k_[EtBr] ot ([EtBr] L(t=0) —k+k—++k_[EtBr] T ] e " (3.2.9.)

A equacio do modelo desenvolvido (3.2.9.) depende de trés parametros (k*,k" e [EtBr] (=0)).

Apesar da concentracdo de EtBr intracelular no instante inicial ser obviamente nula, deixou-se este
par&metro livre de forma a controlar a acumulagédo nos instantes que medeiam o instante entre a
introducao do EtBr no meio e o inicio das leituras de fluorescéncia no Rotor-Gene 3000™.

Este modelo corresponde a uma abordagem lata do processo de transporte nao restringindo a partida

o tipo de transporte associado a entrada e saida de EtBr das células. Esta aproximacédo ser-nos-a Uutil
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para identificar os fendémenos de transporte associados permitindo comprovar ou refutar as permissas

previamente postuladas.
Para determinar os parametros devolvidos pelo modelo (k*,k”) é necessario estabelecer uma
estratégia que permita determinar a concentragcao de EtBr no interior das células ([EtBr]im), apoés o

periodo de exposicdo ao fluorocromo e andlise fluorimétrica no Rotor-Gene 3000™, de modo a poder

ajustar o modelo dado pela equacéo (3.2.9.) (dados de [EtBr]int vs tempo) aos dados experimentais

de acumulacéo de EtBr para as diferentes estirpes de E. coli (dados de fluorescéncia vs tempo). Esta
estratégia esta sumariada no ponto 2.6. dos materiais e métodos e sera descrita em pormenor ao
longo desta seccéo para E. coli AG100. Ao nivel experimental o protocolo final encontra-se descrito
(protocolo 2.5.3). Este resultou de um trabalho moroso de tentativa e erro, que sera discutido mais

adiante.

A aplicacdo do modelo e a inerente abordagem de doseamento do EtBr intracelular implicaram o
estudo da dependéncia da cinética de transporte com a concentracdo de substrato (EtBr). A
monitorizacdo deste transporte foi efectuada como descrito no protocolo 2.5.3., garantindo as
condi¢cbes necessdrias para a existéncia de actividade de efluxo, ou seja, 37°C e na presenca de
glucose, uma vez que este é um transporte activo. Utilizou-se como comprimento de onda de
excitacdo 530 nm e de emissao 585 nm.

As experiéncias foram efectuadas em triplicado para cada estirpe testada e os valores dos
parametros apresentados correspondem as médias obtidas para os trés ensaios e respectivo desvio
padrdo. Os gréaficos das cinéticas correspondem a média dos trés ensaios efectuados para cada
estirpe. Os restantes graficos sao apresentados com os resultados dos trés ensaios e 0 respectivo

valor médio.

Os resultados da cinética de transporte para E. coli AG100 na presenca de diferentes concentragdes

de EtBr estdo presentes na Figura 3.2.1..

No final do ensaio confirmava-se a viabilidade celular de 100 % para a gama de concentracdes de

EtBr utilizadas. Estes resultados estdo de acordo com o esperado uma vez que se utilizaram

concentragcbes muito inferiores ao valor da MIC para esta estirpe (MICEAE‘{00 =1504g/mL) (Viveiros et

al., 2005), e havia-se previamente garantido que as condicBes experimentais ndo levavam a

letalidade celular (Paixao, 2006).
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Figura 3.2.1. — Monitorizacdo do transporte de diferentes concentra¢des de EtBr em E. coli AG100, a 37 °C e na

presenca de glucose (0,4 %), utilizando como comprimento de onda de excitagdo 530 nm e de emisséo 585 nm.

Fluorescéncia associada ao EtBr livre em solugéo (controlos PBS+EtBr).

Os resultados demonstram a dependéncia da cinética de acumulagéo de EtBr com a concentracdo de

substrato. Quanto maior a concentracdo de EtBr no meio extracelular maior a acumulacdo de

fluorocromo nas células. A acumulacdo de EtBr é mais rapida nos primeiros 40 minutos, quando a

diferenca do gradiente de concentracdo entre o exterior e interior do meio intracelular é maior,

observando-se em seguida uma desacelara¢cédo do processo de influxo. Este resultado sugere que a

cinética de influxo depende da concentracdo de substrato no meio, como evidenciado pela Figura

3.2.2., onde se representa o0 declive das curvas da cinética de transporte para diferentes

concentrac8es de EtBr em fun¢éo da concentracdo exterior de fluorocromo, nos primeiros 40 minutos.

Declive (FL.min-1)

Figura 3.2.2. — Dependéncia da

primeiros 40 minutos.

0,4+
0,35 A
0,3 4
0,25 A
0,2 4 .
0,15 A .
0,1+
0,05 A .
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

[EtBI] (ug/mL)

cinética transporte de EtBr com a concentracdo exterior de substrato nos
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No entanto, embora se observe uma desaceleragdo no processo de influxo apés cerca de 40 minutos
de monitorizagdo da fluorescéncia, os resultados apontam para um influxo permanente de
fluorocromo na célula. Apés cerca duas horas de ensaio ndo se verificou o estabelecimento de um
estado estacionario bem definido sendo esta tendéncia tanto mais notéria quanto maior a
concentracdo de EtBr no meio. Uma vez que as células se encontram viaveis este resultado ndo é o
reflexo da entrada de EtBr na célula por um mecanismo mais rapido como resultado das células
mortas. Por outro lado, este resultado poderia indicar a ocorréncia de diviséo celular e a subsequente
ligagdo do EtBr a um maior nimero de alvos celulares (e.g. proteinas) das células “filhas”. No
entanto, as condi¢cdes experimentais (meio minimo, PBS) ndo permitem uma divisdo celular eficaz
devendo esta (caso ocorra) estar a um nivel muito reduzido e nao havendo aumento significativo do
numero de efectivos da populacdo, como previamente determinado (Paixdo, 2006). Deste modo,
apenas se infere que o tempo de duas horas néo foi suficiente para se atingir o estado estacionario
devendo este ser alcan¢cado a um tempo superior.

Como vimos anteriormente existe uma interferéncia do sinal de fluorescéncia que provém da
fluorescéncia intrinseca do EtBr em solugao (PBS) (Figuras 3.1.1. e 3.1.2.) e que é detectada para os
comprimentos de onda utilizados (€.d.0.ex. = 530 Nm e ¢.d.0.¢mi = 585 nm).

Como referido na primeira parte, estes resultados evidenciaram a elevada sensibilidade do aparelho
que permite destrincar variagfes de 0,125 pg/mL numa gama entre 0,125 e 9 pug/mL de EtBr e
revelaram a fotoestabilidade do EtBr o que permite a andlise fluorimétrica, sem perda da sua
actividade, por um periodo de tempo relativamente alargado. O EtBr em solucdo emite sinais de
fluorescéncia menos intensos quando comparado com o EtBr na presenca de células, para uma
concentracdo idéntica de fluorocromo (Figura 3.1.1. ou 3.2.1.). Nestas condi¢cbes ocorre um
incremento do sinal que resulta da acumulacdo de EtBr no meio intracelular e consequente ligacédo
aos componentes intracelulares, nomeadamente ao ds-DNA. Sao estas alteracdes na intensidade da
fluorescéncia que permitem a monitorizacdo da cinética de acumulacao de EtBr em células intactas.
Esta fluorescéncia associada ao EtBr livre em solucdo (Figura 3.2.3.) corresponde a uma

concentracdo de EtBr que é a Unica que conseguimos quantificar directamente ([EtBr] inicial = [EtBr] ini),

uma vez que quando o EtBr entra na célula e se acumula ligando-se a diversos alvos intracelulares
ocorre uma amplificacdo de sinal de fluorescéncia que ndo nos permite estabelecer uma
correspondéncia directa entre esta fluorescéncia e a concentracdo de EtBr. Deste modo, com o0s

dados de FL(EtBr livreem solugéo) =FL(PBS +EtBr) = FL, =FL;,a Para diferentes concentra¢des de
fluorocromo é possivel tragar uma curva de calibragéo (FL, vs [EtBr] ini ) que permite determinar a

concentracdo de EtBr livre em solucgéo.
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Fluorescéncia
Figura 3.2.3. — A. Fluorescéncia de EtBr livre em solucdo (PBS). B. Quantificagdo de EtBr livre em solucéo.

O ajuste anterior permitiu encontrar uma relacdo que relaciona a fluorescéncia (FLo) com o EtBr livre

em solucao e que € igual ao EtBr inicial [EtBr];y;.

[EtBr] ;= 0,1201xFL, +0,0373 (3.2.10.)

R =0,99

No entanto, para uma correcta analise dos resultados este background de fluorescéncia tem de ser
descontado a fluorescéncia do EtBr na presenca das células. S6 assim se reflecte a intensidade de
fluorescéncia como resultado do influxo de EtBr no meio intracelular.

A medida que o EtBr entra na célula o background associado ao EtBr no meio extracelular diminui e
devera diminuir com uma tendéncia semelhante (exponencial) a entrada de fluorocromo na célula,

7

mas de um modo inverso. No entanto, é impossivel tecnologicamente monitorizar em simultaneo
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estes dois fendmenos utilizando o Rotor-Gene 3000™. Apesar do EtBr fluorescer a comprimentos de
onda distintos quando se encontra livre em solucdo (maximo de absorvéncia a 480 nm (Chaudhuri et
al.,, 1975 e Doglia et al., 1983) e no interior das células, eventualmente intercalado no ds-DNA o
Rotor-Gene 3000™ n&o permite a monitorizacdo da fluorescéncia nesse comprimento de onda,
restringindo a analise fluorimétrica para comprimentos de onda superiores no visivel, quando o EtBr
se encontra no interior das células e eventualmente intercalado no ds-DNA. Sendo assim, como
primeira aproximacgéo esta interferéncia foi descontada de um modo directo por simples subtrac¢éo
do valor de fluorescéncia da solugdo de EtBr a fluorescéncia das curvas de acumulagdo de EtBr nas
células, para a concentracdo de fluorocromo correspondente. Esta aproximacdo € justificada pelo
facto de o EtBr fluorescer muito mais no meio intracelular do que em solugéo. De facto, ao medirmos
a fluorescéncia apos o ensaio ou seja, do filtrado final (protocolo 2.5.3.), e compararmos a diferenca
entre esta fluorescéncia e a inicial (EtBr em solu¢céo) com o diferencial entre a fluorescéncia inicial e
apos as células terem acumulado EtBr, verificamos que o primeiro diferencial € muito pequeno
quando comparado com a diferenca de fluorescéncia entre o EtBr inicial e a fluorescéncia final das
células. Logo, podemos considerar que esta fluorescéncia é constante, sendo desprezavel a forma
como decai ao longo do ensaio. Validando assim, a aproximagéo efectuada. A Figura 3.2.4. ilustra o
supra referido e corresponde a uma média dos trés ensaios efectuados para AG100.

Adicionalmente, testou-se descontar como background uma dindmica de fluorescéncia do meio linear,
correspondente a uma recta tendo como pontos extremos a fluorescéncia inicial (EtBr em solucao) e
como fluorescéncia final a fluorescéncia do filtrado real. Comparando esta abordagem, mais
trabalhosa, com a anterior, os resultados obtidos eram semelhantes em termos de concentracao

intracelular de EtBr, o que tornou ainda mais plausivel a primeira abordagem/aproximacao efectuada.

100 -
90 +
—— AG100 + [EtBr] = 1 ug/mL

80 -
—+— AG100 + [EtBr] = 3 ug/mL

70 4
AG100 + [EtBr] = 6 ug/mL

60 -
—PBS + [EtBr] = 1 ug/mL

50 -
——PBS + [EtBr] = 3 ug/mL

Fluorescéncia

40 PBS + [EtBr] = 6 ug/imL

30 4

...-....,..---""“'“"““«. .
eavosasesed x filtrado [EtBr]=1ug/mL

x filtrado [EtBr]=3ug/mL

10 4 [reveee filtrado [EtBr]=6ug/mL

0 T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 3.2.4. — Comparagéo de intensidade de fluorescéncia de EtBr (1 - 3 - 6 pg/mL) na presenca de células,

livre em solug&o antes e depois de as células terem acumulado EtBr.

Deste modo, procedendo de acordo com o descrito para descontar a interferéncia da fluorescéncia do
EtBr livre em solucdo aos dados de fluorescéncia de EtBr nas células obtem-se os resultados

expressos na Figura 3.2.5..
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Figura 3.2.5. — Intensidade de fluorescéncia do EtBr no meio intracelular, em E. coli AG100.

De acordo com o protocolo desenvolvido (protocolo 2.5.3) e para garantir a remoc¢éo de todas as
células, de modo a ndo haver interferéncias no sinal de fluorescéncia devido a deficiente
centrifugacao e ligacdo do fluorocromo presente no sobrenadante a células e detritos celulares em
suspensdo, de onde resulta (como vimos experimentalmente) um incremento do sinal de
fluorescéncia, foi necessario introduzir um passo de filtracdo do sobrenadante resultante da
centrifugacao.

De facto, o protocolo inicial para determinacdo da concentracdo de EtBr intracelular baseava-se
apenas na centrifugacéo (3 min a 13000 rpm) das suspensdes celulares apdés acumulacéo de EtBr.
No entanto, este processo revelou-se insuficiente para a deposicdo total das células de onde
resultava um incremento significativo do sinal de fluorescéncia na leitura do sobrenadante. Este
incremento revelou-se de tal modo elevado que a diferenca entre a fluorescéncia inicial, associada ao
EtBr livre em solucéo, e a fluorescéncia do sobrenadante dava valores negativos correspondentes a
fluorescéncia intracelular, ou seja, correspondentes a uma concentracdo de EtBr nas células, o que
nao tinha qualquer significado. Assim, tentou-se optimizar esta metodologia através da manipulagéo
das condicbes de centrifugacdo (tempo e rotacdes) de modo a reduzir e tornar positivo este
diferencial e tendo em atencéo a viabilidade celular. No entanto, a centrifugagéo, independentemente
das condic¢des usadas, revelou-se insuficiente para a deposicao total das células.

Tentou-se em seguida recorrer ao espectofotémetro UV/VIS para monitorizar a fluorescéncia final das
células ap6s acumulacéo de EtBr tendo como comprimento de onda maximo de absor¢céo 480 nm, ou
seja, correspondentes ao EtBr sozinho, eliminando assim interferéncias relativas a ligacdo deste a
componentes celulares. Esta abordagem era, a partida, interessante uma vez que permitiria distinguir

claramente o EtBr ligado ao DNA e a outros componentes celulares e EtBr livre utilizando diferentes
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comprimentos de onda e duas tecnologias distintas eliminando a necessidade de centrifugar. No
entanto, a espectroscopia UV/VIS revelou-se insuficiente para destrincar diferencas de concentracdo
tdo pequenas (1 pg/mL) em solugbes de EtBr quanto aquelas que se podia distinguir por fluorimetria
utilizando o Rotor-Gene 3000™, tendo sido rejeitada evidenciando a “poténcia” da fluorimetria que
tem um poder de resolucdo superior permitindo destrincar variacées de concentracdo muito inferiores
as detectadas por espectroscopia de UV/VIS. Esta abordagem nado pode ser feita apenas no Rotor-
Gene 3000™ uma vez qgue este modelo sé opera na zona do visivel, para comprimentos de onda
superiores.

Deste modo, optou-se por filtrar o sobrenadante apds a deposicdo da maioria das células por
centrifugacdo (10 min a 13000 rpm). E de referir que n&o foi possivel testar diferentes tipos de filtro
dada a limitacao temporal deste estagio pelo que se utilizaram os disponiveis, ou seja, os filtros PVDF

(Fluoreto de Polivinilideno) Durapore, Millex® —GVy3, de 0,22 pm de didmetro de poro e 13 mm de

didmetro da Millipore Corporation (Bedford, USA), por terem um diametro de poro suficientemente
reduzido para reterem as células e permitirem a permeacéo de algum EtBr.

No entanto, a percentagem de retencéo de EtBr no filtro (Figura 3.2.6.) para diferentes concentracdes
de EtBr, é relativamente elevada, aproximadamente 25%. Estes resultados evidenciam a
necessidade de corrigir os valores de filtrado experimental e num futuro estudar/testar outros filtros
que permitam uma maior permeacdo do fluorocromo. De salientar que o volume de retencdo dos

filtros € de 30 pL, muito inferior ao utilizado nos ensaios (600 uL), pelo que é desprezavel.

100 4 A 144 B
90 - . .
20 | ~ 127 . i
o 701 E 14 !
uT 2
g 607 o038 T
e 81
£ 50 8 :
o4 401 . D 0,6 : .
S Jei, = : ’
30 . e i : ! o [+3] 0,4 1 .
20 : . o i
10 1 ) 027 =
O T T T 1 O ! : T T 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
[EtBr] (ug/mL) [EtBr] (ug/mL)

Figura 3.2.6. — A. Percentagem de retencdo de EtBr e B. concentracdo de EtBr retido nos filtros de PVDF
Durapore, Millex® - GViz da Millipore Corporation (Bedford, USA), em varios ensaios para diferentes

concentragOes de EtBr e respectiva média (quadrados).

E no entanto, necessario assumir que o EtBr nio interfere nem reage com a matriz da membrana n&o
sendo o sinal de fluorescéncia do EtBr afectado pela filtracao.

Este passo adicional (filtrac&o) suscitou um novo problema, a perda de EtBr por retencéo no filtro,
como demonstra a Figura 3.2.6. Para contabilizar estas perdas filtraram-se solu¢cdes de EtBr a
diferentes concentracdes (0,25 - 6 pg/mL), para achar uma relacdo entre a fluorescéncia antes e a
fluorescéncia depois de filtrar (Figura 3.2.7.). Esta segunda curva de calibracdo permite contabilizar a

quantidade de EtBr retida no filtro e vai permitir corrigir a fluorescéncia do filtrado lida
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experimentalmente,FL(EtBr)fiItraolo experimemal=FL(EtBr)ﬁ|texp(protocolo 2.5.3.), e que é inferior a

fluorescéncia real, FL(EtBr) filtrado rea,=FL(EtBr)ﬁ,t real » €M virtude de uma porcao ficar retida no filtro.

60
50
40
30

20

FL (PBS + EtBr) antes

10

0 T T T T !

0 10 20 30 40 50
FL (PBS + EtBr) depois

Figura 3.2.7. — Relacéo entre a fluorescéncia de solugbes de EtBr antes e depois da filtracdo com os filtros

PVDF Durapore, Millex® ~GV13 da Millipore Corporation (Bedford, USA).

A relacdo que permite quantificar a perda de EtBr por retencao no filtro é dada pela equacéo 3.2.11..

FL(PBS +EtB) s = 1,2289 XFL(PBS +EtBr) ygpgis +0,7032 (3.2.11)

R=0,99

Deste modo, com os dados de fluorescéncia relativos ao EtBr livre em solugcdo, a cinética de
acumulacdo de diferentes concentracdes de EtBr em E. coli devidamente descontados do
background (Figura 3.2.5.) e com os valores de fluorescéncia do filtrado corrigidos € possivel
determinar a concentracdo de EtBr intracelular, [EtBr]im, por diferenca entre a concentracéo de EtBr
inicial no meio e a concentracao final de EtBr no meio apds as células terem acumulado fluorocromo
e serem removidas por centrifugacdo e filtracdo, uma vez que o volume se mantém constante.
Sucintamente, sabemos que:
FL(EtBr) ;,;= FL(EtBTr) ;i— FL(EtBI st real (3.2.12)

onde FL(EtBr);, corresponde a fluorescéncia associada a concentragdo inicial de EtBr que medimos
experimentalmente pelas solu¢des de EtBr e FL(EtBr)s;,.a COrresponde a fluorescéncia associada a

concentragao de EtBr no filtrado determinada apés correcgdo dos valores de fluorescéncia do filtrado
medidos experimentalmente. Com este diferencial e recorrendo a curva de calibracdo dada pela

equacdo 3.2.10. converte-se a fluorescéncia intracelular, FL(EtBr),, em concentracdo de EtBr

intracelular, [EtBr]int .
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De modo a ajustar o modelo dado pela equacédo 3.1.9. ([EtBr]int vs tempo) aos dados experimentais
de acumulacdo de EtBr nas células (Fluorescéncia vs tempo) relaciona-se a [EtBr]int anteriormente

calculada com a fluorescéncia final relativa ao Ultimo ponto das células na presenca de EtBr
devidamente descontados do background (Figura 3.2.5.), para as diferentes concentra¢6es de EtBr.
Esta relacdo permite tracar uma terceira curva de calibracdo (equacdo 3.2.13.), que possibilita a

conversdo dados experimentais de fluorescéncia intracelular, FL;, em funcdo do tempo em

concentracao intracelular de EtBr em fun¢&o do tempo (Figura 3.2.8.).

1
0,9 1
0,8 1
0,7 -
0,6
0,5 -
0,4

EtBrint (g/mL)

0,3 1
0,2 4 .
0,1 4

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

FL intracelular

Figura 3.2.8. — Relagao entre a [EtBr] i € a FL intracelular para E. coli AG100.

A relacéo anterior é traduzida pela equacao 3.2.13..

[EtBr] ;= 0,022 xFL,, +0,06
(3.2.13)

(R=0,99)

A conversdo dos dados de fluorescéncia intracelular em concentragao de EtBr intracelular esta

expressa na Figura 3.2.9..
Como se verifica pelos resultados (Figura 3.2.9.) apenas uma pequena quantidade de EtBr entra nas

células intactas. Estes resultados evidenciam a eficacia dos mecanismos de proteccdo da célula,

nomeadamente a barreira de permeabilidade mediada pela membrana externa e actividade de efluxo.
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Figura 3.2.9. — Concentracao de EtBr intracelular em fung¢éo do tempo para E. coli AG100.

Utilizando o software Table Curve™ 2D da Jandel Scientific - AISN SoftwareSTATISTICA, ajusta-se a

equacao do modelo (3.2.9.) aos dados de [EtBr]int vs tempo e determinam-se os valores das

constantes k™, k™ como pretendido. A Figura 3.2.10. permite verificar o ajuste do modelo aos dados

experimentais.

Como se vé pela Figura 3.2.10. o modelo ajusta-se bem aos dados experimentais convertidos em
concentracao intracelular de EtBr, para E. coli AG100. O coeficiente de correlagdo médio para os trés
ensaios a diferentes concentracdes é de R = 0,99 +0,004. Deste modo conclui-se que o modelo

desenvolvido descreve bem a cinética de transporte de EtBr nesta estirpe.
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Figura 3.2.10. — Exemplicacdo do ajuste do modelo aos dados experimentais convertidos em concentracédo de

EtBr intracelular, para as concentragdes extracelulares iniciais de EtBr (1-6 pg/mL) em E. coli AG100.

Os valores das constantes k*,k™ para E. coli AG100, relativos aos trés ensaios efectuados para esta

estirpe encontram-se nas Figuras 3.2.11.A. e 3.2.11.B.
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Figura 3.2.11. — A. Valores de taxas de entrada (k") e B. de saida (K) em funcéo da concentracédo exterior

inicial de EtBr, para E. coli AG100, dados pelo modelo, para os trés ensaios efectuados e respectiva média.

Pelos resultados expressos na Figura 3.2.11.A. verificamos que a taxa de influxo (Kxgioo) €

independente da concentracéo de EtBr no meio, o que é compativel com o pressuposto inicial de que
a entrada de fluorocromo na célula ocorre por difusdo passiva, ndo havendo transporte activo

implicado no influxo de EtBr. O valor médio correspondente a taxa de influxo de EtBr em E. coli
AG100 é de kg0 = 0,0019 + 0,0009 min™.

A Figura 3.2.11.B. demonstra uma tendéncia constante (declive ~ nulo) correspondente a taxa de
saida de EtBr das células, indicando que K ¢é independente da concentragdo exterior de EtBr.
Independentemente da concentracdo de EtBr no meio a taxa a que o EtBr é expulso do meio
intracelular é constante. Este resultado poderia sugerir que o EtBr uma vez na célula podia sair por
difusdo. No entanto, demonstrdmos que ndo ha leaking out de EtBr nas células (ponto 3.1. da
apresentacao e discussdo de resultados). Uma vez no meio intracelular o EtBr liga-se a componentes
celulares sendo que outra parte € removida da célula por transporte activo, mediado por bombas de
efluxo, em particular pelo sistema AcrAB-TolC. Deste modo, estes resultados sugerem que as BE

estao saturadas para as concentracdes de EtBr utilizadas. O valor médio correspondente a taxa de
saida (Kxg100) de EtBr da célula é kxgy00=0,0173 +0,0057 min™.

Convém salientar que o modelo desenvolvido € um modelo simples que resultou de um balanco ao
EtBr intracelular. Trata-se de uma abordagem lata ao processo de transporte, sendo um modelo
abrangente que nao fixa a partida o tipo de transporte (activo ou passivo) associado a entrada e saida
de EtBr das células. As taxas de entrada e saida de EtBr sdo globais, ou seja, caso houvesse
transporte activo na entrada de EtBr ela seria 0 somatorio das duas componentes de transporte. O
mesmo sucederia para a saida de fluorocromo das células.

Assim, como 0 modelo demonstrou que a entrada de EtBr na célula ocorre por difusédo passiva e que
ndo ha leaking out (ponto 3.1. da apresentacéo e discussdo de resultados) de EtBr das células sendo
a saida do fluorocromo por transporte activo mediado por bombas de efluxo (ponto 3.1. da
apresentacdo e discussdao de resultados), as taxas de entrada e saida correspondem,

respectivamente, a taxas de difusdo e taxas de efluxo mediado pela actividade das bombas. De
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salientar que a taxa de efluxo é global na medida em que engloba o nimero de BE e a sua actividade
especifica para o substrato em causa. Deste modo, esta abordagem representa uma vantagem pois
nao limitou o modelo e permitiu identificar o tipo de transporte associado a entrada e saida de EtBr,
através do estudo da cinética de transporte de diferentes concentracdes de substrato.

A velocidade méaxima de entrada de EtBr na célula ocorre no instante inicial, quando a concentracao

de EtBr intracelular é ainda nula e a concentracdo exterior € maxima. Recorrendo a equacéao (3.2.1.)

tem-se que a velocidade maxima, V,, (Mg/mL.min™), é dada por:

Vinax = K*[EtBr]1or (3.2.14)

uma vez que o termo k‘[EtBr]int no instante t=0 é nulo e [EtBr] € igual a [EtBr] 1o para este

instante.

Os valores de velocidade maxima (Figura 3.2.12.) indicam que esta depende da concentracdo de
EtBr inicialmente no meio. Quanto maior a concentracdo exterior de EtBr maior a velocidade de
entrada de EtBr na célula, uma vez que maior é o gradiente de concentracdo entre os dois lados da
membrana celular. Estes resultados comprovam que a entrada de fluorocromo na célula ocorre por

transporte passivo a favor do gradiente de concentragao.
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< 0,015 - .
£ .
S
i ° .
£ 0,01 - . = Media
()] (]
S .
x 4 . .
£
£ 0,005 - A

0 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7
[EtBr]Total (ug/mL)

Figura 3.2.12. — Representacao dos valores de velocidade maxima (vmax) €m funcdo da concentracdo exterior
inicial de EtBr, dados pelo modelo, para os trés ensaios efectuados e respectiva média, para E. coli AG100.

Através do modelo é possivel determinar a concentracdo maxima de EtBr no meio intracelular. Esta
ocorre quanto os dois processos de transporte de EtBr na célula estdo equilibrados, ou seja, no

estado estacionario, lim, M[EtBr]im(t) :

k+
[EtBr] 5= m[EtBr]Tot (3.2.15.)
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A Figura 3.2.13. sumaria os resultados da concentracao intracelular de EtBr no estado estacionario,

[EtBr] it » em funcdo da concentragéo de EtBr exterior inicial.
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Figura 3.2.13. — Representacdo da concentracgdo intracelular no estado estacionario em funcdo da concentracéo
exterior inicial de EtBr, dados pelo modelo, para os trés ensaios efectuados e respectiva média para E. coli
AG100.

Os resultados anteriores (Figura 3.2.13.) permitem, a semelhanca dos da Figura 3.2.9., constatar que
muito pouco EtBr entra na célula o que evidencia a elevada barreira de permeabilidade composta por
a membrana externa e pela actividade de efluxo. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos
por Lambert e LePecq (1984) que demonstraram que em células intactas pouco EtBr entra na célula.
No estado estacionario as células acumulam aproximadamente 10 % da concentracdo de EtBr
exterior inicialmente no meio (Figura 3.2.13.). No entanto, esta pequena concentracdo € responsavel

por um incremento elevado de fluorescéncia face as solugdes de EtBr livre.

No sentido de avaliar quantitativamente a importadncia dos sistemas de efluxo, em particular de
AcrAB-TolC, no transporte de EtBr em E. coli procedeu-se de modo idéntico ao anterior utilizando
duas estirpes mutantes: E. coli AG100A que possui este sistema inactivo por insercdo do gene Kan
do transposao Tn903 (Okuso et al., 1996) e E. coli AG100 adaptada a 12 pg/mL de tetraciclina
(AG1007e7) que apresenta a super expressdo de AcrAB-TolC (Viveiros et al., 2005). Esta abordagem
permitiu avaliar a aplicabilidade do modelo a outras estirpes. No entanto, de modo a garantir a total

viabilidade celular e atendendo a MIC previamente determinada para ambas as estirpes
(MICES goa = 549/mL; M|CEAtgiooTET > 200,0/mL) (Viveiros et al.,, 2005) teve de se adaptar as
concentragdes de EtBr a utilizar. Se para AG100.gr foi possivel utilizar a mesma gama de
concentragdes utilizada para AG100 (1 a 6 pg/mL), para AGL00A foi necessario utilizar

concentracdes entre 0,125 a 1,5 pg/ml de modo a garantir a total viabilidade celular (Figuras 3.2.14.A.

e 3.2.14.B.). Estes resultados foram comprovados pela determinacdo das CFU ap6s o0 ensaio para
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cada estirpe e cada concentracdo de fluorocromo, tendo-se obtido cerca de 100 % de viabilidade

celular.
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Figura 3.2.14. — Cinética de transporte de EtBr em A. E. coli AG100A e B. E. coli AG100+ver (média dos trés

ensaios).

Os resultados da dependéncia da acumulacdo de EtBr com a estirpe apresentam-se para 1 ug/mL de

EtBr uma vez que € esta a concentragdo comum as trés estirpes (Figura 3.2.15.).
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Figura 3.2.15. — Comparacgdo da cinética de transporte de 1 pug/mL de EtBr para as trés estirpes de E. coli:
AG100, AG100A e AG100reT.

Na primeira parte deste trabalho e em trabalhos anteriores (e.g. Paixdo, 2006) demonstrou-se que
EtBr é substrato de AcrAB-TolC que o remove activamente das células por transporte activo através
da forca protomotriz.

Os resultados expressos na Figura 3.2.15. evidenciam a dependéncia da acumulacéo intracelular de
EtBr com a estirpe mutante indicando que a estirpe AG100A (com o sistema AcrAB-TolC inactivo)
apresenta uma maior e mais rapida acumulacdo de EtBr comparativamente as estirpes AG100 e
AG100+e1, ndo se atingindo um estado estacionario no periodo do ensaio. De facto, o equilibrio
dindmico entre os dois processos de transporte (difusdo e transporte activo) esta deslocado no
sentido do meio intracelular em virtude da auséncia deste sistema de efluxo AcrAB-TolC. AG100 e
AG100+gr apresentam valores de fluorescéncia muito inferiores aos observados para AG100A e muito
proximos entre si evidenciando a sua capacidade de remover o EtBr das células pela actividade de
efluxo, em particular pelo AcrAB-TolC, que nestas estirpes esta activo e funcional. Por outro lado, a
estirpe AG100+gr apresenta uma menor e mais lenta acumulacdo de EtBr em relacdo a AG100 e
AG100A, como resultado da super expressdo deste sistema de efluxo. Para esta estirpe ocorre um
maximo de acumulacéo até aos 50 minutos de ensaio, verificando-se em seguida um decréscimo de
fluorescéncia até se atingir um estado estacionario. Este comportamento sera o resultado da remocéao
do EtBr da célula por accédo de AcrAB-TolC que nesta estirpe se encontra super expresso. Uma vez
que estas estirpes diferem entre si pelo grau de actividade de AcrAB estes resultados consolidam os
anteriores evidenciando a implicagdo deste sistema no controlo da acumulacéo de substrato (EtBr)
nas células e reflectem a cinética de efluxo.

O decréscimo de fluorescéncia associado a estirpe AG100.gr € visivel para toda a gama de
concentragfes usadas (Figuras 3.2.14.B. ou 3.2.16.). De facto, demonstramos que ndo se trata de
perda de fluorescéncia do EtBr uma vez que comprovamos a fotoestabilidade do fluorocromo, nem se

trata de perda de viabilidade celular como consequéncia do uso de concentracdes elevadas de
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fluorocromo uma vez que se utilizaram concentragcdes muito inferiores a MIC e se comprovou, pela
determinacéo de CFU ap0s o ensaio, que as células permanecem viaveis. A partida estes resultados
evidenciam a maior actividade de AcrAB-TolC que nesta estirpe se encontra super expresso.
Genericamente para toda a gama de concentracdes testada (excepto para 5 pg/mL EtBr) e durante o
periodo de ensaio AG100gr acumula menos EtBr que AG100 (Figura 3.2.16.). No entanto, esta
estirpe apresenta um comportamento distinto em dois periodos de tempo. Até aos 50 minutos
observa-se uma menor acumulacdo de EtBr face a estirpe padrao o que podera ser explicado pela
actuacdo de AcrAB que nesta estirpe se encontra super expresso. No entanto, observa-se um influxo
permanente de EtBr nesse periodo de tempo e com uma tendéncia linear, sugerindo que ndo ha
actividade de efluxo, sendo o reflexo de uma entrada de fluorocromo no meio intracelular por difusao
onde ndo ha participacdo de BE a actuar em sentido oposto. Apds este periodo ocorre um
decréscimo da fluorescéncia traduzindo a remogdo mais eficaz de fluorocromo por AG100+gr. Este
comportamento pode sugerir duas hipoteses. A existéncia de um tempo necessario para a indugao
do AcrAB, correspondente a primeira fase do transporte de EtBr (primeiros 50 minutos). Uma vez que
a estirpe mutante difere de AG100 no nimero de BE (AcrAB) activas (nUmero de BE superior em
AG100+g7), porventura ha uma necessidade de mais energia para activar 0 maior nimero de BE,
sendo requerido um tempo (primeira fase até aos 50 minutos) para activar este sistema. Outra
hip6tese é a ocorréncia da inducdo de outras BE que ndo o AcrAB e que estdo implicadas no efluxo
deste fluorocromo (e.g. AcrEF). Essa indu¢do demora 50 minutos.

Esta discussédo sera efectuada, mais adiante, quantitativamente por aplicagdo do modelo a AG100+gt

e por comparacao desta com a estirpe padrao.
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Figura 3.2.16. — Comparacdo da cinética de transporte de EtBr (1-6 ug/mL) entre E. coli AG100 e E. coli
AG1007erT.
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Tal como referido a demonstragcdo do modelo foi efectuada para a estirpe padrdo, pretendendo-se
nesta seccdo apenas comprovar a sua aplicabilidade nas estirpes mutantes para avaliar
quantitativamente a actividade de efluxo.

Os valores das constantes apresentados correspondem aos valores médios com o respectivo desvio
padrdo. No sentido de facilitar a comparacdo dos resultados obtidos para as estirpes mutantes com a
estirpe padrdo os valores das taxas de influxo e de efluxo vém associados ao valor P do este
ANOVA. Este corresponde a probabilidade da hipétese nula ser verdadeira. Entenda-se como
hipétese nula nao haver diferencas entre as médias das amostras. A hipotese nula aceita-se ou
rejeita-se conforme o valor P seja superior ou inferior ao nivel de significancia (a) previamente
especificado. Neste estudo considerou-se a = 0,05, que corresponde ao limiar tipicamente utilizado.
Desenvolvido o modelo para AG100 e seguindo a mesma metodologia para estas duas estirpes
verificamos (Figura 3.2.17.) que a abordagem empregue para o doseamento de EtBr intracelular

traduz as diferencas na acumulacgéo de fluorocromo pelas trés estirpes utilizadas.
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Figura 3.2.17. — Concentracdo intracelular de EtBr para as trés estirpes na presenca de 1 pg/mL de EtBr

exterior.

A Figura 3.2.17. demonstra a aplicabilidade da abordagem seguida para a quantificdo do EtBr
intracelular. As diferencas observadas nos instantes iniciais tém que ver com o erro experimental e o
erro associado ao ajuste da curva de calibracdo [EtBr];; e FL que permite a conversédo dos dados de
fluorescéncia em concentracdes intracelulares de EtBr.

Verificamos pela Figura 3.2.18. que o modelo desenvolvido expresso pela equacéo (3.2.9.) se ajusta
ao comportamento de AG100A, mas ndo se ajusta a AG100gr. Uma vez que o comportamento e
consequentemente 0 ajuste é idéntico para as restantes concentragcbes testadas apenas se
demonstra o ajuste (aplicabilidade do modelo na descricdo da cinética de transporte) para a

concentracdo comum de 1 pg/mL de EtBr.
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Figura 3.2.18. — Exemplificagdo do ajuste do modelo aos dados experimentais convertidos em concentragéo

intracelular de EtBr para as estirpes A. AG100A e B. AG100+er, para a concentracdo de EtBr exterior no

instante inicial de 1 pg/mL.

Os coeficientes de correlacdo para os ajustes anteriores séo de R=0,99 e de R=0,82 para AG100A e
AG100+7, respectivamente. Estes resultados reflectem a aplicabilidade do modelo a cinética obtida
para AG100A e a nao aplicabilidade a estirpe AG100+gr.

Para AG100A os valores das constantes de entrada e de efluxo estdo expressas na Figura 3.2.19..
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Figura 3.2.19. — Valores das taxas de A. entrada e de B. efluxo, para E. coli AG100A dados pelo modelo, para

os trés ensaios efectuados e respectiva média.

A tendéncia observada para as taxas de influxo e de efluxo nesta estirpe é idéntica a observada para
a estirpe padrdo. Ou seja o influxo corresponde a um processo de difusdo passiva e a saida

corresponde ao transporte activo mediado por BE estando estas saturadas.

A taxa de influxo média para AG100A, Kjgigoa= 0,0035 = 0,0012 min™ (valor P = 0,0012) é

significativamente superior & de AG100 (Kxg100 = 0,0019 + 0,0009 min™).

7

Este resultado é oposto ao esperado uma vez que as estirpes apenas diferem, a partida, na
actividade de efluxo e ndo na permeabilidade da membrana, pelo que seria de esperar que a taxa de
influxo (k") fosse igual em ambas as estirpes. A auséncia de AcrAB s6 faria com que k™ fosse inferior e

portanto o estado estacionario fosse superior. Este resultado vem confirmado pelo valor P, muito
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inferior ao nivel de significancia estabelecido, que indica que existe uma probabilidade elevada das
taxas de influxo serem de facto distintas entre estas duas estirpes.

De facto, tem sido sugerido a existéncia de uma relacéo entre a permeabilidade do envelope celular e
actividade de efluxo (Viveiros et al., 2007). A confirmar-se a diferenca existente na taxa de entrada
entre estas estirpes, seria interessante efectuar outro tipo de analise no sentido de avaliar a
permeabilidade da membrana. Porventura pode ocorrer algum mecanismo de adaptacao fisiologica,
como alteracdo na regulacédo da expresséo de porinas, uma vez que sabemos que, por exemplo, a
super expressao de determinada porina implica o decréscimo da expresséo de outras (e.g. OmpC e
OmpF ou OmpX e Ompc/OmpF (Liu e Ferenci, 2001 e Viveiros et al., 2007)). O mesmo pode
acontecer em relacdo aos sistemas de efluxo e porinas, como tem sido sugerido (Viveiros et al.,
2007).

O valor da constante de efluxo para AG100A, Kxgigoa = 0,0106 + 0,0033 min™ é muito inferior (valor

P = 0,0023) ao obtido para AG100 (Kxgi00= 0,0173 #0,0057 min™). De um modo lato a taxa de

efluxo na estirpe padrdo é 60 % superior a estimada para AG100A. Este resultado esta de acordo
com o0 esperado e traduz a auséncia do sistema de efluxo AcrAB-TolC em AG100A e
consequentemente a maior dificuldade desta estirpe em expulsar o EtBr do meio intracelular. A
discrepéncia entre os valores das taxas de efluxo, vem também expressa pelo valor P muito inferior
ao nivel de significAncia previamente estabelecido, indicando que as taxas de efluxo séo, de facto,

distintas.

No estado estacionario, para idéntica concentracdo de EtBr extracelular (1 pg/mL), atinge-se uma

concentracdo intracelular de fluorocromo superior em E. coli AG100A,
[EtBr [ s c100a = 0,2792 01180 pg/mL, face a estirpe padréo, [EtBr [, . o =01789+0,1015 pg/mL

0 que corresponde a um aumento de cerca de 60%. Este resultado esta de acordo com o esperado. A
inactivacdo do sistema AcrAB, em AG100A desloca o equilibrio no sentido do meio intracelular
permitindo a incorporacao intracelular de uma maior quantidade de fluorocromo.

Perante estes resultados podemos concluir que o modelo se ajusta bem ao comportamento de
estirpes que apresentam este tipo de cinética de transporte e consegue destringar a componente de

influxo e efluxo de um modo coerente.

Como vimos para AG100+gr (Figura 3.2.18.B.) o0 modelo ndo se ajusta directamente aos dados
experimentais devido ao seu comportamento variar de dois modos distintos para dois periodos de
tempo. No entanto, se aplicarmos exactamente o0 mesmo modelo dividindo a cinética de transporte
em dois periodos (até aos 50 minutos e ap6s 50 minutos) é possivel ajustar exactamente 0 mesmo
modelo aos dados experimentais (Figura 3.2.20.). O coeficiente de correlagdo (R) médio (dos trés
ensaios efectuados e para as concentracdes testadas) relativo aos ajustes de 0,99+ 0,19 e de 0,99+
0,001, para o periodo até 50 minutos e ap6s os 50 minutos, respectivamente.

O ajuste em duas fases e a subsequente determinacéo das taxas de entrada e de efluxo para ambos

os periodos ird permitir inferir acerca do fendmeno adjacente ao decréscimo de fluorescéncia ja
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referido anteriormente e permitira tirar algumas conclusdes

acerca das hipéteses previamente
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Figura 3.2.20. — Exemplica¢do do ajuste do modelo & cinética de transporte de EtBr em E. coli AG100+erT,

dividindo a cinética em duas fases, para trés concentra¢des de EtBr (1-3-6 pug/mL).

A Figura 3.2.21. demonstra a dependéncia da taxa de influxo (k") e de efluxo (k) no periodo inicial

(até aos 50 minutos) para os trés ensaios efectuados e a média desses valores.
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Figura 3.2.21. - Valores das taxas de A. entrada e de B. efluxo para AG100+er no periodo inicial, primeiros 50

minutos, dados pelo modelo, para os trés ensaios efectuados e respectiva média.

No periodo inicial, as taxas de entrada e saida demonstram uma dependéncia constante com o
aumento da concentracdo de substrato, a semelhanca do observado para AG100. Sugerindo o
mesmo tipo de fenédmeno de transporte para o influxo (difusdo passiva) e saturacdo das BE na

remocao do fluorocromo da célula.

A taxa de entrada de EtBr em AG1007er (Kxgioorer = 0,0016 + 0,0014 min™) é praticamente idéntica

(valor P = 0,61) & obtida para AG100 (k00 = 0,0019 + 0,0009 min™). Este resultado esta de acordo

com o esperado pois estas estirpes apenas diferem, a partida, na actividade de efluxo, sendo a

permeabilidade semelhante. Por outro lado, neste periodo, a taxa de efluxo é para a estirpe mutante,

Kxcioorer = 0,0070 + 0,0061 min™, significativamente inferior (valor P = 0,0005) & obtida para a estirpe

selvagem (kpgi90= 0,0173 + 0,0057 min'l), indicando que neste periodo ndo ha grande actividade de

efluxo. Este resultado vai de encontro a hipétese formulada inicialmente de que nesta fase (primeiros
50 minutos) o sistema AcrAB nao estara activo. Este periodo correspondera a uma fase lag em que a
célula necessite de atingir um determinado nivel energético para induzir os sistemas de efluxo AcrAB
gque nesta estirpe se encontram em maior nimero. Por outro lado, podera corresponder a uma fase
de inducdo de novos sistemas de efluxo que tenham o EtBr como substrato. Estes resultados
expressam bem o comportamento linear na acumulacdo de EtBr observada nestes primeiros 50
minutos, evidenciando apenas o influxo, como processo difusivo dependente da concentracdo de
EtBr no meio e a auséncia de actividade de efluxo no sentido oposto.

Ap0s este periodo, as taxas de influxo (k") e de efluxo (k) que resultam do ajuste feito a partir dos 50

minutos, estdo expressas na Figura 3.2.22.
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Figura 3.2.22. — Valores das taxas de A. entrada e de B. efluxo para AG100ter no periodo apés 50 minutos,

dados pelo modelo, para os trés ensaios efectuados e respectiva média.

Dos resultados anteriores verifica-se que as taxas de influxo e efluxo apresentam um comportamento
praticamente constante na gama de concentra¢fes utilizada. Novamente indicando que a entrada
ocorre por difusdo e estando as BE implicadas no efluxo de EtBr saturadas, tal como sucedia na

estirpe selvagem.

A taxa de influxo Kixgioorer = 0,0021 + 0,0014 min ™ é praticamente idéntica (valor P = 0,28) a da
estirpe padrdo (Kxgi0o= 0,0019 + 0,0009 min'l) como seria de esperar dado estas estirpes apenas
diferirem, & partida, na actividade de efluxo. A taxa de efluxo na estirpe mutante, Kxgigorer = 0,0230

+0,0090 min™ é significativamente superior (valor P = 0,0045) & da estirpe padréo (Kag1o0= 0,0173
+ 0,0057 min'l). Este resultado esta de acordo com o esperado pois traduz a maior actividade do
sistema AcrAB-TolIC, que nesta estirpe se encontra super expresso, sendo responsavel pela expulsao
mais eficaz do fluorocromo com o consequente decréscimo de fluorescéncia observado neste
periodo. A diferenca nas constantes de efluxo expressa bem o facto de se atingir um estado
estacionario inferior em AG100+gr face a AG100.

Estes resultados permitem sugerir a hipotese inicialmente formulada para o comportamento de
AG100+er. A primeira fase corresponde a um periodo de “laténcia” onde ocorre maioritariamente o
influxo por difusao passiva de EtBr ndo havendo actividade de efluxo no sentido oposto. Este periodo
corresponderda a uma fase de inducdo que serd responsavel pela menor actividade de efluxo nos
primeiros 50 minutos. O facto desta estirpe possuir um nimero superior de BE AcrAB podera implicar
a necessidade de recrutamento de mais energia para activar este sistema. Adicionalmente podem
estar implicadas outras BE que tenham o EtBr como substrato e que necessitam de ser induzidas. A
superior actividade de efluxo desta estirpe face a AG100, apés os 50 minutos, sera responsavel pelo
decréscimo de fluorescéncia observado (Figuras 3.2.14.B. e 3.2.16.).

Assim, o modelo desenvolvido permitiu descrever a actividade de efluxo tal como a haviamos
interpretado teoricamente, descriminando a actividade de AcrAB-TolC entre estirpes que diferem no
seu grau de actividade de efluxo. Tem-se agora um instrumento de medida que nos permite
descrever de uma forma precisa, sensivel e reprodutivel a biocinética do transporte de EtBr em E.

coli.
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4. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foi nosso objectivo desenvolver um método simples, rapido, sensivel e reprodutivel
que permita demonstrar e quantificar a actividade de efluxo de substratos em bactérias ao mesmo
tempo que possibilite a deteccdo da actividade intrinseca das BE em estirpes susceptiveis a
antibiéticos bem como com fenétipo de MDR obviando, assim, as fragilidades dos métodos e
procedimentos anteriores. Para o efeito seleccionou-se uma nova tecnologia: fluorimetria em
termociclador de tempo real Rotor-Gene 3000™ da Corbett Research (Sydney, Australia) e um
substrato de elei¢cdo, o EtBr, tido como um substrato universal de BE (Piddock et al., 1999 e Martins
et al., 2006).

Assim, desenvolveu-se um método automatico para a monitorizacédo do transporte de EtBr em E. coli
recorrendo a fluorimetria em termociclador de tempo real. Este método baseia-se nas diferencas de
fluorescéncia entre o EtBr livre em solucdo e no interior das células. Esta abordagem permite
representar o comportamento médio de um amplo nimero de BE de diferentes familias capazes de
bombear o substrato do interior das células. Trata-se de uma enorme vantagem dado o
reconhecimento da pouca especificidade das BE, em particular das pertencentes a familia RND. O
protocolo desenhado a par do modelo matematico mecanicista desenvolvidos associados a esta
tecnologia representam um método inovador que permitiu a monitorizacdo in vivo e on-line do sinal de
fluorescéncia aplicado ao estudo da actividade das BE constituindo o principal aspecto inovador deste
protocolo. Pela primeira vez é possivel avaliar de um modo continuo e em tempo real a actividade
destes sistemas, 0 que tradicionalmente era efectuado por medi¢Ses discretas de fluorescéncia. A
aplicacdo simultanea de ciclos térmicos, por periodos de tempo especificos, ao acompanhamento das
leituras fluorimétricas é outro dos aspectos inovadores que possibilita o estudo da influéncia da
temperatura na actividade dos sistemas de efluxo. O desenho Optico e térmico do aparelho
contribuem para a precisdo e reproductibilidade do novo método. O Rotor-Gene 3000™ utiliza
fotomultiplicadores capazes de detectar um Unico fotdo de luz, o que contribui para a elevada
sensibilidade do aparelho (Operator Manual, 2004 e http://www.corbettlifescience.com. Acedido em
Agosto, 2007). A possibilidade de efectuar leituras de varios corantes em diversos canais em
simultaneo contribui para a obtencdo de uma diversidade de resultados num curto espaco de tempo e
pode ser usada no futuro para a identificacdo de novos substratos de BE. A possibilidade de
integracdo de robots para a preparacdo automatica das amostras permitira eliminar os erros de
manipulagdo associados ao operador e contribuird para a maior reprodutilidade da técnica.

Os rotores facilmente permutaveis e com capacidades elevadas (36 ou 72 amostras) permitem uma
boa flexibilidade no nimero de amostras a analisar ao mesmo tempo que possibitam a execucéo de
diversos ensaios em simultaneo contribuindo para a rapidez na obtencdo de resultados e para uma
reduzida razdo trabalho/tempo. O novo protocolo permite obviar o trabalho moroso dos métodos
anteriores, que implicavam a dedicacdo exclusiva de um operador para efectuar as medicdes de
fluorescéncia. A monitorizacdo da fluorescéncia pode ser levada a cabo sem que 0s microtubos

sejam abertos o que elimina o risco de disseminacdo de material infeccioso e toxico no laboratério.
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Os microtubos feitos de plastico evitam quebras do material e contribuem, igualmente, para a
seguranca do método. Esta é uma caracteristica que contribui para o enorme potencial deste
protocolo ao estudo de estirpes clinicas. A programacao e definicdo dos ciclos de temperatura, do
tempo de ensaio, bem como do intervalo de tempo entre aquisicdes de dados é feita através da
programac&o prévia por recurso a um software de facil utilizacdo. E um método operacionalmente
barato pois ndo requer reagentes especiais e instrumentacdo especializada, com excep¢do do

investimento inicial no aparelho Rotor-Gene 3000™.

Este método utilizou duas abordagens experimentais distintas — o protocolo de acumulacdo e o
protocolo de efluxo. O protocolo de acumulacéo difere do anteriormente desenhado (Paixdo, 2006),
na medida em que permite a monitorizacdo da fluorescéncia desde o instante inicial de adicdo de
EtBr tendo-se eliminado a passo de equilibrio apés adicdo do fluorocromo. Enquanto o protocolo de
efluxo permite “eliminar” a componente da difusé@o e isolar o efeito da actividade de efluxo, uma vez
que se demonstrou ndo haver leaking out de EtBr, permitindo uma observacdo mais directa deste
processo de transporte. O protocolo de efluxo a semelhanga do anterior (acumulagéo) permitiu
demonstrar que o efluxo é um transporte activo (dependente da glucose e temperatura) mediado por
BE. E permitiu identificar o EtBr como substrato do sistema AcrAB-TolC, de E. coli. Esta abordagem
metodolégica permitiu ainda inferir que o EtBr se ligara, de um modo transiente, a outros
componentes celulares que ndo somente ao ds-DNA, situacdo esta que se cré s6 ocorrer para
elevadas concentracdes de EtBr, a partir das quais ocorre perda da viabilidade celular.

Esta estratégia (protocolo de efluxo) permite verificar o efeito de diversos compostos na inibicdo da
actividade de efluxo, podendo constituir uma boa metodologia de escrutineo e teste de novos
inibidores e seleccionar a concentragdo minima que provoca total retencao de EtBr nas células. Tem,
no entanto, que se atender a obrigatoriedade da determinagéo da viabilidade celular, uma vez que se
tem de operar sempre em condi¢cdes que ndo interfiram com a viabilidade celular. Adicionalmente,
permitird verificar se determinado inibidor actua ao nivel da regulacdo ou ao nivel fisiolégico. N&do
obstante, trata-se de um protocolo trabalhoso que depende do tempo que medeia a lavagem das
células e as leituras fluorimétricas no Rotor-Gene 3000™ implicando a posterior manipulacdo dos
resultados.

Independemente da abordagem seguida (acumulacado ou efluxo), poder-se-a estabelecer uma rotina
de laboratério para o diagndstico rapido de estirpes multiresistentes por comparacédo (qualitativa) do
seu comportamento por exemplo na presenca de 1 pg/mL de EtBr, com a estirpe padrdo. A
caracterizacdo precoce do efluxo em estirpes clinicamente susceptiveis € importante na medida em
que permite ajustar a terapéutica em pacientes sob tratamento e minimizar o desenvolvimento de

novas variantes resistentes.

Numa segunda fase procurou-se quantificar a actividade de efluxo em particular do sistema AcrAB-
TolC em E. coli tendo-se para tal utilizado diferentes estirpes que diferem entre si no grau de
actividade deste sistema de efluxo. E. coli AG100A que possui este sistema inactivo por inser¢do do

gene Kan do transposdo Tn903 (Okuso et al.,, 1996) e E. coli AG100 adaptada a 12 pg/mL de
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tetraciclina (AG100+gz7) que apresenta a super expressao de AcrAB-TolC (Viveiros et al., 2005), por
comparacao com a estirpe padrao E. coli AG100 na qual o sistemas AcrAB-TolC se encontra activo e
funcional.

Para tal, desenvolveu-se um modelo matematico mecanicista e uma estratégia de dosear o EtBr
intracelular.

O modelo desenvolvido resultou de um balanco ao EtBr intracelular e corresponde a um modelo
simples e abrangente que nao restringe a partida, o tipo de transporte associado ao influxo e efluxo
de EtBr, sendo esta uma vantagem. O estudo da dependéncia da cinética de transporte de EtBr com
a concentracdo de substrato permitiu demonstrar que o influxo de EtBr ocorre por difusdo passiva, tal
como haviamos postulado inicialmente e que as BE implicadas no transporte activo de EtBr estao
saturadas para as concentracdes de substrato utilizadas, uma vez que demonstramos ndo haver
leaking out de EtBr. Este comportamento foi consistente para as trés estirpes testadas. O modelo
descreve bem o comportamento da cinética de transporte de EtBr em E. coli ajustando-se bem aos
dados experimentais (R = 0,99).

A determinacdo das taxas de influxo permitiu verificar que, apesar das estirpes diferirem, a partida,
apenas na actividade de efluxo, pode haver alteragcdo da permeabilidade da membrana o que se
traduziu em taxas de influxo diferentes entre AG100A e AG100. De facto, tem sido sugerido a
existéncia de uma ligacao entre a permeabilidade (traduzida na expressédo das porinas) e actividade
de efluxo. Sendo interessante, no futuro, efectuar outro tipo de andlise (abordagem genética) no
sentido de avaliar a permeabilidade da membrana. Assim, este método e o modelo que o descreve
serdo no futuro instrumentos Uteis na descricdo dos fendmenos de transferéncia ao nivel da parede
bacteriana.

O modelo desenvolvido permitiu descrever quantitativamente a actividade de efluxo (através da
determinacéo da taxa de efluxo, K'), tal como a haviamos interpretado teoricamente, descriminando a
actividade de AcrAB-TolC entre estirpes que diferem no seu grau de actividade. Assim, AG100A
apresenta uma menor taxa de efluxo face a AG100, evidenciando a inactivacdo de AcrAB na estirpe
mutante. Enquanto AG100+e7 apresenta uma taxa de efluxo superior a de AG100 (no periodo apés 50
minutos) traduzindo a super expressao deste sistema na estirpe mutante. Para AG100:gr 0 modelo
permitiu ainda evidenciar a existéncia de uma fase lag (primeiros 50 minutos), em que praticamente
ndo ha actividade de efluxo sendo este, presumivelmente, um periodo necessario para a indugao dos
sistemas de efluxo AcrAB ou de outros que tenham o EtBr como substrato e que estdo sobre
expressos nesta bactéria (Viveiros et al., 2005 e Viveiros et al., 2007). O facto desta estirpe possuir
um maior nimero de BE AcrAB, poderd implicar a necessidade de um periodo inicial de “laténcia” (50
minutos) correspondente ao recrutamento energético de modo a induzir estes sistemas de efluxo.

O estudo do nivel de expressdo de outras BE em AG100+gt, Sera interessante para responder a
questao se de facto existem outros transportadores implicados na remocao de EtBr e que nesta fase
se encontram super expressos. Adicionalmente, o estudo da eventual existéncia de mecanismos de
degracao de fluorocromo no interior da célula, resultantes da adaptacao a concentracdes elevadas de

EtBr, podera ser alvo de trabalho futuro.
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Um aspecto importante, para o trabalho futuro, sera a optimizacdo das condi¢Ges da estratégia para o
doseamento do EtBr intracelular. Um aspecto a melhorar refere-se ao passo de filtragdo através do
estudo de novos filtros que permitam uma maior eficiéncia na permeacao de EtBr e reducao dos
custos associados a este passo do protocolo. Serd ainda interessante efectuar estudos de interaccao
do fluorocromo com a matriz do filtro no sentido de avaliar a alteracéo desta molécula.

Durante este periodo de estagio testaram-se outros filtros (PVDF com 0,22 pm de diametro de poro
da Roth Rotilabo® (Karlsruhe, Alemanha)) e verificou-se que se comportam, em termos de quantidade
de EtBr retida (25 %) do mesmo modo que os filtros utilizados, no entanto custam 1/3 do preco dos
anteriores, permitindo a reducéo de custos.

Em alternativa poder-se-a utilizar uma versdo mais sofisticada do Rotor-Gene (Rotor-Gene 6000™)
que permite a monitorizacdo da fluorescéncia, na gama dos UV e visivel, no comprimento de onda
associado ao EtBr livre, e por conseguinte monitorizar em simultdneo, com canais diferentes, a
fluorescéncia associada ao EtBr ligado a componentes celulares (e.g. ds-DNA) e EtBr livre em
solucdo. Esta abordagem obvia a necessidade de centrifugacdo e filtracdo para o doseamento do
EtBr intracelular ao mesmo tempo que representa uma abordagem mais directa do processo de
transporte.

O desenvolvimento de um modelo mais complexo que contabilize o EtBr no espaco periplasmatico e

no citoplasma podera descrever com maior detalhe o fenémeno de efluxo.

A metodologia e o modelo biocinético desenvolvidos neste trabalho irdo servir de base para o
estabelecimento de um método quantitativo de diagnoéstico da resisténcia mediada por bombas de
efluxo em estirpes clinicas com fenétipos de MDR, baseado na comparacgédo das constantes de efluxo
destas estirpes com as taxas de efluxo determinadas para as correspondentes estirpes ATCC. Esta
abordagem ird permitir a elaboracdo de uma base dados relativa as taxas de efluxo para as estirpes
clinicas e correspondentes estirpes selvagens ATCC e funcionar como um “antibiograma” dirigido
para a resisténcia mediada por BE. A obtencdo de um maior conjunto de dados para as ATCC
permitird uma assercdo mais robusta acerca dos valores que as constantes tomam. Igualmente
espera-se que esta metodologia permita a descoberta de novos substratos e BE e seja a base
experimental para a identificacdo de inibidores de bombas de efluxo de modo a potenciar a actividade
dos antibiéticos existentes neutralizando a resisténcia mediada por bombas de efluxo e aumentando
a concentracdo intracelular do antibiético em organismos resistentes. O potencial terapéutico e
microbiolégico e a capacidade de restaurar a actividade de uma série de valiosos agentes
antimicrobianos considerados de grande valor clinico e cuja actividade se encontra actualmente
comprometida devido a resisténcia mediada pelo efluxo sera uma inestimavel contribuicdo para a luta

contra as doencas infecciosas microbianas.
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