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Resumo

A selecdo de moléculas naturais com acdo inibitéria sobre patégenos é uma das formas de reduzir os problemas
causados pela resisténcia antimicrobiana. O isotiocianato de alila (ITA), extraido de plantas, possui comprova-
da atividade antimicrobiana contra cepas de Escherichia coli. No entanto, seu mecanismo de a¢do sobre esses
micro-organismos ainda é desconhecido. Este trabalho teve como objetivo identificar o mecanismo de acdo do
isotiocanato de alila contra a E. coli utilizando método rapido baseado na resposta ao estresse de cepas mutantes
contendo gene indicador lacZ (produtor de 3-galactosidase). Foram utilizadas cinco cepas de E. coli, sendo uma
controle (selvagem) e quatro modificadas por fusdes entre o gene lacZ e as regides promotoras de danos: da
proteina induzida pelo choque ao frio, cspA::lacZ (agdo de referéncia associada ao cloranfenicol); das enzimas
citoplasmaticas induzidas pelo calor; ibp::lacZ (agdo associada a estreptomicina), do promotor P3 do gene rpoH,
ativado pelo desdobramento de proteinas no periplasma, P3rpoH::lacZ (polimixina B); do promotor sul4, indu-
zido pela inibi¢do da replicagdo do DNA, sulA::lacZ (acido nalidixico). A agdo de ITA sobre as cepas de E. coli foi
comparada a um controle negativo (sem tratamento) e a controles positivos dos antibioticos referéncia para cada
mecanismo de acdo. O ITA nio resultou em maior expressdo da enzima 3-galactosidase em nenhuma das cepas
geneticamente modificadas. Contudo, mediante algum mecanismo ainda desconhecido, o ITA foi provavelmente
capaz de inibir seletivamente a produc¢do de pelo menos algumas proteinas de reparo, sem afetar a transcricao e
a traducdo de proteinas presentes no operon lac ou inibir a atividade enzimatica da [3-galactosidase.

Palavras-chave: Isotiocianato de alila. Mecanismo de a¢do. Antimicrobiano. Escherichia coli geneticamente
modificadas.
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Abstract

The selection of natural molecules with inhibitory activity upon microbial pathogens may be a solution to
minimize the current issues generated by microbial resistance to the classic antimicrobials. Allyl isothio-
cyanate (AIT), which is derived from plants, has a strong antimicrobial activity towards Escherichia coli
strains. However, its mechanism of action against this microorganism is still largely unkown. The objec-
tive of the present work was to identify AIT’s mode of action against E. coli using a fast screening method
based on the stress response of mutant strains containing the indicator gene lacZ ([5-galactosidase encoder).
Five strains of E. coli were used, where one was used as a control (wild-type) and four were genetically
modified by fusions between the lacZ gene and genes associated with bacterial damage response: gene that
codifies proteins induced by cold shock, cspA::lacZ; that encodes citoplasmic enzymes induced by heat shock,
ibp::lacZ; the P3 promoter of rpoH gene, which is activated by the denaturation of periplasmic enzymes,
P3rpoH::lacZ; and of the sulA promoter, which is induced by the inhibition of DNA replication. AIT activity on
E. coli strains was compared to a negative control (no treatment) and with positive controls that specifically
triggers each one of the stress response genes. The treatment with AIT did not result in greater translation
of B-galactosidase in all strains tested. On the other hand, AIT lowered the basal levels of [f-galactosidase
activity when compared to the negative control through an unknown mechanism, which is not related with
the transcription or translation of the proteins present in the lac operon or by inhibiting [-galactosidase

enzymatic activity.

Keywords: Allyl isothicyanate. Mechanism of action. Antimicrobial. Genetically modified Escherichia coli.

Introducao

O surgimento de cepas bacterianas resistentes a
antibiéticos tem se tornado uma das maiores preocu-
pacgdes da medicina humana na atualidade. A adogdo
de praticas que reduzam a prescri¢ao indiscriminada
de antibidticos na terapéutica humana e animal, e de
seu uso massivo na produc¢io animal pode atenuar
esse problema. Contudo, ainda que se diminua o uso
das drogas antibidticas conhecidas, o controle do
crescimento bacteriano por agentes antimicrobianos
continuara sendo necessario (FERBER, 1998).

Nesse sentido, a selecdo de produtos naturais
e mais recentemente, de moléculas isoladas, com
acdo inibitéria do crescimento microbiano cons-
titui uma forma de desenvolver novos compostos,
para os quais a resisténcia ndo foi desenvolvida.
Os métodos tradicionais de selecdo de compostos
antimicrobianos baseiam-se na detec¢do da inibicao
microbiana e geralmente requerem altas concentra-
¢oes dos compostos testados e longos periodos de in-
cubagao (FORSYTH et al,, 2002; LOMOVSKAYA et al.,
2001; TRIAS; YUAN, 1999). Além disso, esses méto-
dos ndo permitem identificar o mecanismo de acdo
do agente na célula microbiana, que é indispensavel

quando se pretende desenvolver produtos antimi-
crobianos para uso comercial.

Ao longo do tempo, as bactérias tém criado di-
versos mecanismos de manutencdo de homeos-
tase quando em condi¢des adversas de cresci-
mento. Para Escherichia coli foram descritos me-
canismos de resposta ao estresse associados aos
efeitos de choque por alta temperatura e choque
por baixa temperatura, que induzem a sintese de
proteinas especificas, e ainda a danos na mem-
brana celular e no DNA.

Baseados nesses mecanismos de resposta, Bian-
chi e Baneyx (1999) desenvolveram um método
rapido para a detec¢do do mecanismo de agdo de
agentes antimicrobianos contra E. coli. O método
descrito propoe a fusdo genética de genes trans-
critos durante a resposta a diferentes tipos de es-
tresse com um gene indicador, nesse caso, o lacZ,
que ao ser transcrito e traduzido, leva a formacao
da enzima (-galactosidase. Dessa maneira, pode-
-se identificar indiretamente qual o tipo de estresse
gerado por um antimicrobiano ao avaliar-se a ativi-
dade da enzima [(-galactosidase. Shapiro e Baneyx
(2002) otimizaram esse método com modificacdes
que possibilitaram a deteccdo especifica de acdo
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do agente antimicrobiano teste sobre a replicacdo
do DNA bacteriano, o aumento da sensibilidade do
sistema diante de compostos hidrofébicos e a vali-
dacdo do método para ensaio em microplacas.

Entre os compostos antimicrobianos de origem
natural com potencial para utilizagdo comercial es-
tdo os glucosinolatos, encontrados em plantas perten-
centes a familia Brassicaceae (NIELSEN; RIOS, 2000).
Os compostos encontram-se dentro dos vactolos e sdo
liberados quando a planta sofre danos mecanicos. Uma
vez dentro do citoplasma da célula vegetal, eles sao hi-
drolisados, resultando na formagao de trés principais
grupos de substancias: nitrilas, tiocianatos e isotiocia-
natos (DELAQUIS; MAZZA, 1995). O tltimo grupo con-
tém compostos com reconhecida atividade antimicro-
biana como o isotiocianato de alila (ITA) e, por isso,
tem sido utilizado em produtos alimenticios (LIN etal.,
2000; NIELSEN; RIOS, 2000; OBAIDAT; FRANK, 2009).
A atividade antimicrobiana de ITA foi comprovada so-
bre cepas de E. coli, incluindo as do sorotipo 0157:H7
em carne e seus derivados (CHACON et al,, 2006 a, b;
LUCIANO et al, 2011; MUTHUKUMARASSAMY et al.,
2003; NADARAJAH et al., 2005). Por apresentar pro-
priedade eletrofilica, o ITA pode reagir com uma gran-
de variedade de nucledfilos, tais como aminas, tiois,
hidroxilas e sulfitos (CEJPEK et al,, 2000;. JIAO et al,
1996; KAWAKISHI; KANEKO, 1985; VERMA, 2003).
Sugere-se ainda que pode inibir enzimas e romper a
membrana celular microbiana, levando a morte bac-
teriana (KOJIMA; OGAWA, 1971; LIN et al,, 2000). No
entanto, ainda sdo poucos os estudos que buscam
compreender os mecanismos de acdo do ITA sobre a
célula bacteriana.

0 objetivo do presente trabalho foi identificar, ao
menos parcialmente, o mecanismo de acdo do isotio-
canato de alila contra a E. coli utilizando método ra-
pido de screening baseado na resposta ao estresse de
cepas mutantes adicionadas do gene indicador lacZ.

Materiais e métodos
Cepas bacterianas

Asbactérias utilizadas neste estudo foram forneci-
das pelo Prof. Dr. Francois Baneyx, Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade de Washington,
Seattle - EUA. Foram utilizadas quatro cepas de E. coli
que possuem modificacdes genéticas para apresen-

tacdo de diferentes tipos de danos causados por anti-
microbianos (Tabela 1) a partir de fusoes entre o gene
reportador lacZ e as regides promotoras: 1) da prote-
ina induzida pelo choque ao frio CspA (GOLDSTEIN
et al, 1990); 2) das enzimas citoplasmaticas induzi-
das pelo calor IbpA e IbpB (CHUANG et al.,, 1993); 3)
do promotor P3 do gene rpoH, que é transcrito quan-
do ha desdobramento de proteinas no periplasma
(MISSIAKAS; RAINA, 1998); e 4) do promotor sulA,
parte do sistema SOS, que é induzido quando h3 ini-
bicdo da replicacdo do DNA (SHAPIRO; BANEYX,
2002). Nomes especificos foram designados para
cada uma das cepas. A fusdo cspA::lacZ é induzida
por inibidores de traduc¢do ribossomal do grupo C
(ex. cloranfenicol), que geram uma resposta de cho-
que ao frio. Ja os antibidticos do grupo H, como a es-
treptomicina, ativam uma resposta citoplasmatica de
choque ao calor e consequentemente induzem a fu-
sdo ibp::lacZ. Compostos que causam danos a mem-
brana externa (ex. polimixina B) ou interferem com
a sintese de peptideoglicanos (ex. penicilina) ativam
seletivamente o promotor P3rpoH, e consequente-
mente ativam o gene lacZ no mutante P3rpoH::lacZ.
0 mesmo ocorre com o mutante sulA::lacZ quando
acometido por um dano na replicagdo do DNA.

Essas cepas mutantes sdo derivadas de uma
cepade E. coli K-12 (AB734), que possui dele¢do do
gene lacZ e ndo apresenta resisténcia a antibioticos.
Para a induc¢do do operon lac utilizou-se a cepa de
E. coli 0157:H7 02-0627 proveniente do National
Microbiology Laboratory, Public Health Agency,
Canadian Centre for Human and Animal Health,
Winnipeg, MB - Canada.

Preparacao das culturas e determinacao
da dose subletal do ITA

Culturas congeladas de E. coli K12 AB734 foram
colocadas em temperatura ambiente até desconge-
lamento e inoculadas em frascos de 125 mL, conten-
do 25 mL de caldo Luria-Bertani (LB). Esses frascos
foram incubados por 16h a 30 °C. Entdo, 0,2 mL de
indculo foitransferido dos frascos paratubos conten-
do 9,8 mL de caldo LB. Quando a densidade éptica a
600 nm (D0600) alcancou 0,4, diferentes aliquo-
tas de ITA foram adicionadas, resultando em solu-
¢oes contendo de 1 a 1000 uM. O crescimento mi-
crobiano foi monitorado a cada 15 min por meio da
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densidade o6ptica para avaliagdo do crescimento e
determinacgdo da dose subletal. A dose de 100 puM
foi capaz de reduzir a taxa de crescimento microbia-
no, porém nao a inibiu completamente, sendo consi-
derada entdo uma dose subletal. A dose foi utilizada
para experimentos posteriores.

Tabela 1 - Cepas de E. coli utilizadas para verificagao
do mecanismo de acao de antimicrobianos

Cepa Gendtipo
AB734 Selvagem
ADA110 A (ibp:lacz)
ADA310 Ad (cspA:lacZ)
ADA410 Ad (P3rpoH:lac?)
ADA520 Ad (sulAxlacZ) tolC:Tn10

Fonte: Dados da pesquisa.

Condigoes de crescimento e indugao
de danos as bactérias

Frascos (500 mL) contendo 100 mL de caldo LB
foram inoculados com 2 mL de uma cultura que cres-
ceu por 16h a 30 °C (cepas ibp::lacZ, P3rpoH::lacZ
e sulA:lacZ) ou 37 °C (cepa cspA::lacZ). Quando a
0D600 do caldo atingiu o valor de 0,4, transferiram-
-se aliquotas de 25 mL do caldo ativado para fras-
cos de 125 mL contendo caldo LB. Os frascos foram
subsequentemente tratados com os antimicrobia-
nos e doses descritas na Tabela 2. O tratamento com
ITA foi comparado com um frasco controle (sem tra-
tamento) e um controle positivo (antibidticos) que
era dependente do tipo de cepa testada.

Tabela 2 - Tratamentos utilizados com as diferentes ce-
pas de E. coli

Cepa Antimicrobiano/ Dose
ADA110 ITA/ 100 uM ou Estreptomicina/ 8 ug/mL
ADA310 ITA/ 100 uM ou Cloranfenicol/ 5 pug/mL
ADA410 ITA/ 100 uM ou Polimixina B/ 1 pg/mL
ADA520 ITA/ 100 pM ou Acido Nalidixico/ 15 pg/mL

Fonte: Dados da pesquisa.

Os compostos sulfato de estreptomicina, sulfato
de polimixina B e 4cido nalidixico foram dissolvidos

em agua deionizada estéril. ITA e cloranfenicol fo-
ram dissolvidos em etanol 95%. Frascos controle
receberam quantidades equivalentes de etanol uti-
lizadas nos outros tratamentos (maximo de 2%).
0 etanol nessa concentragdo ndo foi capaz de causar
danos significativos ou inibicdo do crescimento mi-
crobiano. Os frascos foram incubados por 2h até a
amostragem para o ensaio de [3-galactosidase. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata.

Inducao da B-galactosidase em E. coli 0157:H7

0 operon lac foi induzido ao introduzir-se 3% de
lactose ao caldo LB. Primeiramente, a cepa lac+ de
E. coli 0157:H7 02-0627 (ndo produtora de shiga-to-
xina) foi inoculada por 16h em caldo LB. Entao, utili-
zou-se 50 pL dessa cultura como in6culo em um tubo
contendo 9,95 mL de caldo LB. Aguardou-se até DO600
= 0,6 (fase exponencial) e novamente foram coletados
50 pL de in6culo para adicionar-se em caldo lactosado
fresco. No mesmo instante, foram adicionados 100 uM
de ITA ao grupo tratado. Amostras foram coletadas no
tempo 0, 1 e 2h, e a atividade da [-galactosidade foi
medida como descrita anteriormente.

Determinacgao de 3-galactosidase

Aliquotas de 80 pL de uma solugao de permeabiliza-
¢do foram colocadas em um microtubo de 1,5 mL (100
mM Na2HP04; 20 mM KCI; 2mM MgS04; 0,8 mg/mL de
brometo de hexadeciltrimetilaménio; 0,4 mg/mL de de-
soxicolato de sddio; 5,4 pL.,/mL de B-mercaptoetanol).
Entdo, a densidade 6ptica a 600 nm (DO600) das cul-
turas bacterianas foi verificada e amostras de 20 uL das
culturas foram adicionadas sobre a solu¢do de perme-
abilizacdo. Essa mistura foi incubada 30min a 30 °C.
Adicionou-se a ela 600 pL de uma solugdo substra-
to (60 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2P04; 1 mg/mL
o-nitrofenil-B-D- galactopiranosideo - ONPG; 2,7 uL/
mL -mercaptoetanol) pré-aquecidaa 30 °C. Aguardou-
se tempo suficiente para a producio de 3-galactosidase
pelas cepas verificada pelo desenvolvimento visivel da
cor amarela, pela degradacdo do ONPG, e a reagao foi
cessada com a adi¢do de 700 pL de uma solugdo “stop”
(Na,CO, 1M). O tempo necessario para o desenvolvi-
mento da coloragio foi anotado para utilizado na equa-
¢do de unidade Miller. Entdo, os microtubos foram

Rev. Acad., Ciénc. Agrar. Ambient., Curitiba, v. 10, n. 4, p. 395-402, out./dez. 2012



Avaliacao do Mecanismo de Acao do Isotiocianato de alila contra Escherichia coli

centrifugados a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante
foi cuidadosamente retirado de cada tubo e a absor-
bancia a 420 nm foi verificada.
Calculo das Unidades Miller:
UM=1000%* (Abs420)
[(DO600 da cultura) * (volume 0,02 mL)
* (tempo de reacgio)]

Analise estatistica

Os dados reportados neste trabalho sao rela-
tivos a média de pelo menos trés experimentos e

representados pela média + erro padrido da mé-
dia. Diferencas entre tratamentos e o grupo contro-
le foram examinadas pelo teste de Tukey. Valores de
p < 0,05 foram considerados significantes.

Resultados e discussao

O Grafico 1 demonstra que o tratamento com iso-
tiocianato ndo resultou em maior expressao da enzima
[-galactosidase em nenhuma das cepas geneticamen-
te modificadas. Pelo contrério, a atividade enzima-
tica estava significativamente mais baixa do que o
grupo controle, com excecdo do tratamento contra a
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Grafico 1 - Culturas bacterianas mutantes contendo as fusoes ibp::lacZ (A), cspA::lacZ (B), P3rpoH::lacZ (C) e sulA::lacZ (D) cres-
ceram por 2 h na presenca de doses subletais de antimicrobianos.A medida da atividade de B-galactosidase indica
se 0 dano causado pelo composto antimicrobiano causa a traducao de genes de proteinas em resposta ao choque
por calor (ibp),ao choque pelo frio (cspA), de reparo a danos na parede celular ou membrana externa (P3rpoH), ou
a transcricao do DNA (sulA). Experimentos foram feitos em triplicata

Legenda: *=p <0,05; " =p<0,01.
Fonte: Dados da pesquisa.
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cepa contendo a fusao ibp::lacZ, em que a atividade da
-galactosidase ndo foi diferente do grupo controle.
Como os tratamentos com os demais antibiéticos, usa-
dos como padrio de cada tipo de mecanismo de agio,
foram capazes de elevar significativamente a ativida-
de da B-galactosidase nas cepas, foi considerado que o
método funcionou de maneira correta.

Alguns autores propuseram diferentes mecanis-
mos de acdo dos isotiocianatos contra micro-organis-
mos. Zsolnai (1966) foi o primeiro pesquisador a espe-
cular sobre o mecanismo de acdo dos isotiocianatos, e
relacionou a acdo bactericida desses compostos com
a inativacdo intracelular de enzimas contendo grupos
sulfidrila em sua estrutura. Essa hipotese foi gerada
pela observacdo que compostos sulfurosos (ex. cistei-
na, tioglicolato) eram capazes de reduzir a atividade
antimicrobiana de varios isotiocianatos. Outros auto-
res também demonstraram que os isotiocianatos po-
dem reagir com aminodcidos e proteinas (CEJPEK et al,,
2000; KAWAKISHI; KANEKO, 1985, 1987; LUCIANO
etal, 2008; VERMA, 2003). Kojima e Ogawa (1971) fo-
ram os primeiros autores a demonstrar a inibicdo de
uma via metabdlica por isotiocianatos, em que ITA foi
capaz de suprimir a internalizacdo de oxigénio em le-
veduras. Mais recentemente, foi demonstrado que o
ITA é capaz de inibir a atividade das enzimas tiorredo-
xina redutase e acetato quinase (LUCIANO; HOLLEY,
2009). Portanto, os resultados observados no presen-
te estudo poderiam ser derivados de uma inibi¢ao di-
reta da 3-galactosidase. Para solucionar essa hipdtese,
a acdo direta do ITA sobre a capacidade de degrada-
¢do do ONPG pela (3-galactosidase foi testada. A enzima
purificada (0,2 U/teste, Sigma-Aldrich) foi colocada na
presenca de 100 uM de ITA por 5 minutos em um mi-
crotubo e sua atividade foi avaliada conforme método
descrito anteriormente. Contudo, o isotiocianato de ali-
la ndo foi capaz de inibir a atividade da (3-galactosidase
(resultados ndo mostrados neste artigo).

Lin et al. (2000) demonstraram que o ITA causa da-
nos na membrana celular de E. coli K-12, levando ao ex-
travasamento citoplasmatico de metabolitos vitais. Se
esse tipo de dano houvesse ocorrido no presente es-
tudo, seria esperado que a cepa ADA 410 apresentasse
atividade de -galactosidase mais elevada na presenca
do isotiocianato de alila, porém o contrario foi observa-
do. Ja Ahn et al. (2001) ndo encontraram qualquer ex-
travasamento de ATP ou dano na parede celular quan-
do testaram o ITA contra Listeria monocytogenes, mas
os niveis de ATP intracelulares estavam reduzidos.

A capacidade do isotiocianato de alila em cau-
sar danos ao DNA de células eucarioticas (MURATA
et al,, 2000) e procaridticas (KASSIE; KASSMULLER,
2000) também ja foi documentada. Porém, o presente
estudo revela que as proteinas SOS de reparo ao DNA
ndo sdo induzidas por doses subletais do isotiocianato
de alila. Outra hipétese para explicar o ocorrido seria
que a dose de 100 uM do isotiocianato de alila pode-
ria estar inibindo parte do maquinario de transcrigdo
do DNA, o que levaria a uma menor concentracdo de
[-galactosidase do que os niveis basais encontrados
nos grupos controle. Para testar tal hipdtese, colocou-
-se uma cepa de E. coli 0157:H7 lac+ em caldo LB con-
tendo 3% de lactose. Dessa maneira, em apenas 1 hora
foi observado um aumento significativo na atividade
de degradacdo do ONPG gragas a indugdo da enzima
[-galactosidase. Esse mesmo aumento de atividade
enzimatica foi observado quando o meio continha 100
UM de ITA, demonstrando que o éleo essencial ndo é
capaz de inibir a transcricdo dos genes presentes no
operon lac (Gréfico 2). Assim, por meio de algum me-
canismo ainda desconhecido, o isotiocianato de alila
foi provavelmente capaz de inibir seletivamente a pro-
ducdo de pelo menos algumas proteinas reparo, sem
afetar a transcri¢do e tradugio de proteinas presen-
tes no operon lac ou inibir a atividade enzimatica da
[3-galactosidase.
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Grafico 2 - Medida da atividade de B - galactosidase na
E. coli 0157:H7 ap6s 1 e 2 horas de crescimento
em caldo LB sem lactose (coluna preta); com 3%
de lactose (branca); ou com 3% de lactose e 100
pM de ITA (cinza)

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Letras distintas denotam diferenca significativa (p < 0.05) entre os valores

representados pelas colunas.
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Conclusao

Aparentemente, o mecanismo de acdo do isotio-
cianato de alila contra a E. coli ndo envolve a produ-
¢do de proteinas de choque ao frio ou calor, danos de
membrana que envolvam a traducao do gene rpoH,
ou danos de DNA que envolvam o gene sul A. Por ou-
tro lado, a dose subletal do 6leo essencial utilizada
neste estudo, de alguma maneira ainda desconhe-
cida, reduziu a atividade da enzima 3-galactosidase
que era produzida como indicadora dos danos ce-
lulares descritos anteriormente. Tal inibi¢do ndo
esta relacionada com a inibicdo direta da enzima ou
com a inibicdo do maquindrio de transcricao e tra-
ducdo de operon lacZ. Estudos futuros sdo necessa-
rios para entender por que o ITA inibiu significati-
vamente o processo de transcri¢dao ou traducdo das
proteinas relacionadas com o estresse ao frio, aos
danos de membrana plasmatica e ao DNA.
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