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� Proteínas transmembrânicas que atuam como transportadores –

Procariotos e Eucariotos

� Afinidade por um único substrato ou vários

� Energia: 

- hidrólise do ATP

- gradiente (H+, Na+)



Transportadores transmembrânicos e tipos de transporte



� Influxo de substratos

Aminoácidos

Açúcares

Vitaminas

� Efluxo de substratos� Efluxo de substratos

Solventes

Cátions tóxicos

Detergentes

Metabólitos

Corantes

Bile e Sais biliares



Importância 

� Homeostase

� Detoxificação

� Comunicação celular – Quorum sensing

Resistência múltipla aos antibióticos

(Multidrug efflux – MDR)

� Virulência (?)





MATE*: Multidrug and Toxic Compound Extrusion

MFS: Major Facilitator Superfamily

SMR*: Small Multidrug Resistance

RND*: Resistance Nodulation Division

ABC: ATP Binding Cassette

(Piddock, 2006)

* Exclusiva em procariotos



Família MFS

Procariotos e Eucariotos

gram-positivas

gram-negativas (MFS+Canal ME)

Força próton motiva (H+) 

Major Facilitator Superfamily

Força próton motiva (H+) 

(Lynch, 2006)

S. aureus (NorB) e B. subtilis (LmrB)

E. coli (EmrAB-TolC/EmrKY-TolC)

Açúcares, metabólitos intermediários e 

drogas (tetraciclinas, cloranfenicol e 

fluoroquinolonas)



Procariotos e Eucariotos

Hidrólise do ATP

Açúcares, aa, cátions e drogas 

Superfamília ABC
ATP Binding Cassette

Humanos – agentes tumorais

Açúcares, aa, cátions e drogas 

(macrolídeos, cloranfenicol, tetraciclinas e 

fluoroquinolonas)

L. lactis (LmrCD) e S. aureus (AbcA)

E. coli (MacAB-TolC)

(Lynch, 2006)



Família SMR

Menor sistema de efluxo

Transporta drogas catiônicas 

(macrolídeos e tetraciclinas) 

Small Multidrug Resistance

(macrolídeos e tetraciclinas) 

Efluxo realizado por força próton motiva

S. aureus (SepA)

(Lynch, 2006)



Família MATE

Topologia similar MFS

Efluxo realizado por força próton

motiva e gradiente de íons sódio 

Multidrug and Toxic Compound Extrusion

motiva e gradiente de íons sódio 

Transporta detergentes e drogas

(aminoglicosídeos e fluoroquinolonas) 

S. aureus (MepA) e  H. influenza (HmrM)

(Lynch, 2006)



Família RND

Gradiente de prótons

Transporta moléculas lipofílicas e 
anfifílicas

Responsável pela tolerância de bactérias a 

Resistance Nodulation Division

Responsável pela tolerância de bactérias a 
solventes

Aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, 

macrolídeos, tetraciclinas e β-lactâmicos

A bomba está divida em três partes

(Lynch, 2006)



P. aeruginosa

Cada um dos três componentes é essencial para o efluxo da droga e a 

ausência de um deles pode comprometer todo o funcionamento do 

complexo.



TolC

AcrA

E. coli

AcrB

PIDDOCK (2006)



Comunicação com o Comunicação com o Comunicação com o Comunicação com o 

periplasmaperiplasmaperiplasmaperiplasma

AcrBAcrBAcrBAcrB

(Nikaido, 2009)



((((Eswaran et al., 2004)



K. pneumoniaeK. pneumoniaeK. pneumoniaeK. pneumoniae

(AcrABR)(AcrABR)(AcrABR)(AcrABR)

E. coliE. coliE. coliE. coli

(AcrAB(AcrAB(AcrAB(AcrAB----TolC)TolC)TolC)TolC)

A. baumanniiA. baumanniiA. baumanniiA. baumannii

(AdeIJK)(AdeIJK)(AdeIJK)(AdeIJK)

P. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosa

(MexAB(MexAB(MexAB(MexAB----OprM)OprM)OprM)OprM)

N. gonorrhoeaeN. gonorrhoeaeN. gonorrhoeaeN. gonorrhoeae

(FarAB(FarAB(FarAB(FarAB----MtrE)MtrE)MtrE)MtrE)

P. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosa

(MexXY(MexXY(MexXY(MexXY----OprM)OprM)OprM)OprM)

S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica sorovar Typhimuriumsorovar Typhimuriumsorovar Typhimuriumsorovar Typhimurium

(AcrAB(AcrAB(AcrAB(AcrAB----TolC)TolC)TolC)TolC)

P. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosa

(MexEF(MexEF(MexEF(MexEF----OprN)OprN)OprN)OprN)

P. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosaP. aeruginosa

(MexCD(MexCD(MexCD(MexCD----OprJ)OprJ)OprJ)OprJ)



Resistência intrínseca



Como podemos estudar

resistência associada às bombas de efluxo?



Como estudar resistência associada às bombas de 

efluxo?

� Genômica e Microarray

� Clonagem e expressão

�� Construção de cepas mutantes

(mutação pontual ou deleção)

� Complementação do mutante (deleção)

� Perfil de substratos



pSTV28 – plasmídio/vetorpSTV28 – plasmídio/vetor

pSEC38: sedXY

Transformaram: E. coli KAM 32 (∆ acrAB)





� Uso de inibidoresUso de inibidoresUso de inibidoresUso de inibidores

Pagés & Amaral (2009)



Clorpromazine

Redução da expressão de componentes da bomba



Competem com o antibiótico pelo sítio de ligação na bomba de efluxo



Causam colapso no sistema de energia da bomba
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Bombas MATE foram encontradas em Bombas MATE foram encontradas em Bombas MATE foram encontradas em Bombas MATE foram encontradas em Bacteroides Bacteroides Bacteroides Bacteroides 

thetaiotaomicronthetaiotaomicronthetaiotaomicronthetaiotaomicron ((((MiyamaeMiyamaeMiyamaeMiyamae etetetet al., 2001)al., 2001)al., 2001)al., 2001)



E. coli sensível LB  norfloxacina (50 ng)5 – 10 Kb





Bombas MATE foram encontradas em Bombas MATE foram encontradas em Bombas MATE foram encontradas em Bombas MATE foram encontradas em ClostridiumClostridiumClostridiumClostridium difficiledifficiledifficiledifficile ((((DridiDridiDridiDridi

etetetet al., 2004)al., 2004)al., 2004)al., 2004)



E. coli sensível

DH10B

2– 10 Kb

Isolado resistente

Ticarcilina, norfloxacina e 

brometo de etídio



Primeira bomba RND foi em Primeira bomba RND foi em Primeira bomba RND foi em Primeira bomba RND foi em PorphyromonasPorphyromonasPorphyromonasPorphyromonas gingivalisgingivalisgingivalisgingivalis

XepCABXepCABXepCABXepCAB (Ikeda e (Ikeda e (Ikeda e (Ikeda e Yoshimura, 2002Yoshimura, 2002Yoshimura, 2002Yoshimura, 2002))))



AcrB

AcrA

TolC



Primeiro relato de bombas RND em Primeiro relato de bombas RND em Primeiro relato de bombas RND em Primeiro relato de bombas RND em B. B. B. B. fragilisfragilisfragilisfragilis foi em 2005 foi em 2005 foi em 2005 foi em 2005 

(Ueda (Ueda (Ueda (Ueda etetetet al.)al.)al.)al.)





Bacteroides fragilis multidrug efflux (bme)

1 9

12

11

102

3

4

(Ueda et al., 2005)
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16 bombas RND (BmeABC)



METAIS 
PESADOS

REQUERIDOS

COBALTO 
(Co2+) ZINCO (Zn2+)

TÓXICOS

CÁDMIO (Cd2+) MERCÚRIO 
(Hg2+)

METAIS PESADOS

VITAMINA 
B12

ESTABILIZA 
ENZIMAS

LIGAÇÃO AO 
GRUPO TIOL;

QUELANTE DE 
Ca2+

LIGAÇÃO AOS 
GRUPOS  

SULFIDRIL E 
TIOL



Alcaligenes eutrophus CH34: pMOL30 (AE128)

CÁDMIO (Cd2+), COBALTO (Co 2+) E ZINCO (Zn2+)

Silver (1996)

Groβe et al. (1999)









23,1 -
9,4 -
6.6 -
4,3 -

2,3 -
2,0 -

kb

23,1 -
9,4 -
6.6 -
4,3 -

2,3 -
2,0 -

kb

peso molecular λHind III (Invitrogen)

2,0 -

564 -

564 -





bpbp bp

1000 –

750 –

500-

czcA czcDpeso molecular 1kb (Fermentans)

bp

1000 –

750 –

500-



Perspectivas

Inibidores da proteína de membrana externa (TolC)

By-passing a atividade do efluxo      Novas drogas

Inibidores da proteína de membrana externa (TolC)

Entender o papel dos sistemas de efluxo na virulência 

Obrigada!


