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RESUMO

Caracterizacdo das mutacfes envolvidas na resistémcle isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis & estreptomicina e sua relagdo com o sistema déugb

O Mycobacterium tuberculosis € intrinsecamente resistente a diversos antiminols.
Esta resisténcia é devida, principalmente, ao epedhidrofébico da célula bacteriana que
atua como uma barreira efetiva para diversos commgo®utros determinantes da sua
resisténcia intrinseca incluem enzimas hidrolitieabombas de efluxo de drogas. A
resisténcia adquirida em isolados clinicosMletuberculosis é principalmente devida a
mutacdes em genes que codificam alvos para os ¢as@ em seus ativadores. Apesar
disso, um numero entre 5-30% das cepas resiste@d®stém caracterizado o seu
mecanismo de resisténcia, considerando-se o sistdenaefluxo como uma das
possibilidades para esta resisténcia. O efluxo résoltado da atividade de proteinas
transportadoras envolvidas na extrusdo de subagr{oicluindo todas as classes de
relevantes antimicrobianos clinicos) de dentro @ala para o meio externo. O principal
objetivo deste trabalho foi comparar a Concentrabfioima Inibitdria (CMI) em
condicOes de diferentes tratamentos (presencaéa@ade inibicdo do sistema de efluxo)
e os resultados obtidos com o seqienciamento dossgesL e rrs. Para isso foram
testados 79 isolados d& tuberculosis, destes, 43 (54%) isolados apresentaram mutacoes;
38 (48%) diminuiram a CMI na presenca de inibidatessistema de efluxo, sendo que
isso ocorreu tanto em isolados resistentes ouva@ssimutados ou ndo-mutados. Em trés
isolados resistentes a estreptomicina nao foramtifibadas alteracées nos gengslL e

rrs e na presenca de inibidores do sistema de efluxesisténcia foi diminuida. A
diminuicdo da CMI nesses isolados resistentes, evg®m mutacgdo, indica uma possivel
participacdo do sistema de efluxo. Nas cepas msitamlanecanismo de efluxo, estaria
aumentando a tolerancia do isolado a concentrag@oadja. Estas ultimas possuiriam dois
mecanismos de resisténcia atuantes (mutacdo nes gk do farmaco e superexpressao

das proteinas de membrana responsaveis pelo eftudoogas).
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ABSTRACT

Characterization of mutations involved in resistane to streptomycin in clinical

isolates of Mycobacterium tuberculosis and its relation with the efflux system

Mycobacterium tuberculosis is naturally resistant to many antimicrobials. STresistance is
due mainly to the hydrophobic cell envelope acasgn effective permeability barrier for
many compounds. Other determinants ones of its intrinegistance include hydrolytic
enzymes and efflux pumps of drugehe acquired resistance in clinical isolateshMof
tuberculosis is mainly due to mutations in genes that encodgeta for drugs substances or
in their activators. Even so, in 5-30% of the r@sis strains the resistance mechanism is
not known and the efflux system has been considasedne of the possibilities for this
resistance. Efflux is the result of the activitytdnsport proteins involved in extrusion of
substances (including all classes of clinicallyevaint antimicrobials) from the interior of
the cells into the external environment. The mabalgf this study is to compare the
Minimal Inibitory Concentration (MIC) in differentonditions (with or without efflux
system inhibitors) and the sequencing data ofrgse and rrs genes. For that we have
analized 79M. tuberculosis isolates, and from these, 43 (54%) presented troog 38
(48%) decreased the MIC in presence of efflux sysighibitors. This decrease in MIC
occurred in resistant or sensitive isolates, withwathout mutations. Three resistant
isolates did not present any mutationsrjpsL and rrs genes and in presence of efflux
system inhibitors the resistance decreased. Thease of MIC in these resistant isolates,
although without mutation, indicates participatiohthe efflux system. In the mutated
isolates the efflux system could increase the &mlee to drug concentration. In these
isolates two resistance mechanisms must be acthngation on the drug target genes and

over-expression of membrane proteins responsibléédrug efflux).
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1. INTRODUCAO

1.1. Apresentacéao

A quimioterapia moderna tem exercido um papel &mental no controle da
tuberculose, muito pelo fato da vacina disponiBLG) apresentar baixa eficacia para
evitar a enfermidade. Assim, o correto tratamessuae o duplo papel de além de curar o

enfermo, evitar a transmissao do bacilo.

Apesar de o tratamento existente ter sucesso maiandos casos, essa doenca
ainda ocorre em todo o mundo. Atualmente, casosotedos resistentes a uma das drogas
utilizadas no tratamento tém sido reportados ernstass paises, e a taxa de tuberculose
multidroga resistente é alta em alguns deles.

Para melhor combater a tuberculose é necessarmdstt melhor 0 mecanismo de
funcionamento e resisténcia das drogas utilizadasatamento, bem como, desenvolver
novas drogas mais eficientes.

Somente um numero limitado de drogas € ativa dr&tt agente etiolégico da
tuberculose, aVlycobacterium tuberculosis, uma vez que, ele € naturalmente resistente a
muitos antibidticos, devido, principalmente, ao edope altamente hidrofobico, que atua
como uma barreira para muitos compostos. Muitoerawhantes do potencial de
resisténcia sdo codificados pelo genoma, como pemplo, as bombas de efluxo de
drogas.

A resisténcia as drogas adquirida peM. tuberculosis se desenvolve,
principalmente, por mutagcbes em genes alvo dosaffssnou em genes que codificam
ativadores dos pro-farmacos. No caso da estreptmmiestudada neste trabalho, onde
70% dos isolados resistentes possuem alteracoegeresrpsL e rrs, mas 1/3 dos
isolados resistentes ndo apresentam mutacOes messes Esta droga foi a primeira a ser
utilizada no tratamento e, hoje em dia, € utilizadacasos de resisténcia ou intolerancia
aos farmacos empregados no esquema de tratamenéoaam.

Acredita-se que para a estreptomicina, assim cpara outros farmacos, esse
percentual de isolados que sao resistentes, masi@&ueossuem mutacdes nos genes
descritos como de resisténcia, possam ter um ouEANISMO que gere essa resisténcia.
Um desses mecanismos apontados em diferentes egtutlescoberto como causador de
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resisténcia em varios géneros bacterianos é o ceftiex drogas. Esse mecanismo é
responsavel pela extrusdo de substancias toxicaduifido antibidticos) do meio
intracelular para o extracelular e pode conferiragtéria um mecanismo intrinseco que
favorece a sobrevivéncia em um ambiente hostilephdctérias que superexpressem esse
sistema podem ser selecionadas sem a aquisicavdenaterial genético.

Neste trabalho buscou-se estudar isolados clinides M. tuberculosis,
caracterizando o seu perfil de susceptibilidadestaeptomicina frente ao meétodo da
Concentracdo Minima Inibitoria utilizando resazarioomo indicador de viabilidade
celular e inibidores classicos do sistema de eflpxi@ tentar evidencia-lo. Ainda dentro
dos objetivos esta a realizagdo do sequenciameoso ggnes relacionados com a
resisténcia a estreptomicinggL errs) e a comparacao dos resultados obtidos entre eles

Na secao de revisdo bibliografica abordam-seoded resumida, as referéncias
sobre a histéria da doenca, sua epidemiologiasinasdo, tratamento, caracteristicas
gerais do bacilo, formas de resisténcia, 0 mecandemacao e resisténcia dos farmacos de
primeira linha, principalmente a estreptomicinasimscomo uma visdo geral sobre o
mecanismo de efluxo. Na secdo de materiais e metiodam detalhadas as condi¢cbes de
como o trabalho foi desenvolvido. Os resultadosidobt através dos experimentos
realizados neste trabalho foram discutidos, terainocbase a interpretacdo da literatura
atual disponivel.

1.2. Tuberculose éMycobacterium tuberculosis

1.2.1. Um breve histérico

Ha cerca de 5000 a.C. o homem domesticou o gadtabeleceu as modificacdes
ambientais que propiciaram as condicbes adequaalas @ aparecimento de algumas
enfermidades infecciosas. A tuberculose (TB) prelraente tenha surgido nessa época.
Acredita-se que o ancestral do bacilo causadorogagh tenha passado dos bovinos ou
caprinos para o homem (Clark, 1962; Dasetedl, 1994; Tayloret al, 1999; Gémez i Prat
& Souza, 2003).

A existéncia de tuberculose na era pré-colombianaifgerida por deformidades
compativeis com tuberculose 6ssea encontradas curelets de pessoas que viveram na

regidao de Ohio em 1275, tendo sido confirmada teceente mediante analise do DNA
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obtido de lesdes pulmonares tipicas da tubercwosentradas em mamias do Peru, que
datam do ano 1000 (Daniel, 2000; Salo, 1994; GérReat & Souza, 2003).

O aumento da incidéncia da tuberculose comecotartemte, junto com o
crescimento da densidade populacional. A infecgdexpandiu por todo o mundo, como
resultado das viagens dos exploradores europeas,factados, disseminavam o bacilo
por varios lugares (Daniel, 2000).

A demonstracdo formal de que a tuberculose eradovaca contagiosa foi feita
em 1865 por Jean Antoine Villemin (Beck, 2000) e 8882 o microbiologista aleméao
Robert Koch publicou um artigo que fazia referéna@ descobrimento de Villemin
(Daniel, 2006). Neste artigo, Robert Koch descrevagente etioldgico da tuberculose, o
Mycobacterium tuberculosis ou bacilo de Koch, e demonstrou que esse micraganera
a causa da doenca (Kaufmann, 2003). Essa descdeerta Robert Koch o Prémio Nobel
da medicina em 1905. Os conhecimentos solBacdlus anthracis e o Mycobacterium
tuberculosis serviram para a elaboragéo do notério Postuladéodé (Bloom & Murray,
1992).

Ainda em 1882, Paul Ehrlich descobriu que o badé tuberculose tinha a
propriedade de resistir & descoloracdo por umacdolde &lcool-acido. Ehrlich propés
entdo um método de coloragdo que mais tarde fdioredo por Franz Ziehl e modificado
novamente por Friedrich Neelsen, resultando no deate coloragdo conhecido por Ziehl-
Neelsen (Beck, 2000). Essa técnica € um meétododab@l que ainda é usado para o
diagndstico da tuberculose (Silgtaal, 2003).

No inicio do século XX, a busca de uma terapiaiefie ou de uma vacina
protetora fazia parte do conjunto de esfor¢cos quenaunidade cientifica realizava para
controlar a tuberculose. Como resultado disso, 806 Rlbert Calmette e Camille Guérin
desenvolveram uma vacina de uma cepaVdéovis com viruléncia atenuada (Daniel,
2006).

No século que se segue com a descoberta de Kommtathou-se um firme
declinio da tuberculose devido ao exame de raigrXnmeassa, 0 desenvolvimento da
quimioterapia, programa de imunizagdo com BCG, ore@e nas condicdes
socioeconOmicas e a pasteurizacédo do leite. Estegasrtecnologias determinaram uma
sensivel reducdo do numero de casos de tuberculosepaises economicamente
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desenvolvidos. Entretanto, no final do século X¥u\e um aumento no nimero de casos
da doenca, mesmo nas regides economicamente dbkséasp culminando com a
tuberculose sendo considerada uma emergéncia gkball993, pela Organizacéo
Mundial da Saude (Tayla al, 2003).

As razdes identificadas inicialmente para este aton®ram: epidemia do HIV, o
crescimento da pobreza nas grandes areas metampslite 0 aumento da imigracao
(Raviglione, 2003). Cabe salientar que a tubereujasiais deixou de ser um problema de
saude publica nas regides em desenvolvimento, asdmndicdes socioecondmicas sao

muitas vezes piores do que aquelas observadasropaeio século XIX (Silva, 2003).

Embora a tuberculose possa ser considerada umgaloe@mergente em alguns
paises europeus e nos Estados Unidos, no BrasiBel& um problema de saude publica
emergente e tampouco reemergente. Ela é um prolpeesante desde muito tempo. E
para melhor controlar a TB no Brasil, em 1927 foicada, pela primeira vez, a vacina
BCG oral em recém-nascidos. A partir da década Oecdmeca a utilizacdo de
tuberculostaticos: estreptomicina (SM), a partirl@d8; acido paramino-salicilico (PAS),
a partir de 1949 e isoniazida (INH), a partir d&2.9A partir da década de 60 comeca

efetivamente a utilizacdo de esquemas terapéusad®nizados (Ruffino-Netto, 2002).

Em 1993, a Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS)ismli@ todos os paises para
focarem suas taxas de cura em 85% e para expans@esservicos para detectar mais
casos de TB. Em 1994 foram langcados cinco elemas®snciais para o controle da TB:
comprometimento governamental; diagnésticos atraedaciloscopia; padronizacdo e
implantagdo da quimioterapia de curto tempo; elalmento da estratégia do tratamento
diretamente observad®ifect observed treatment strategy, DOTS); um sistema eficiente
de abastecimento de drogas; um sistema que reg@daasos e permitisse avaliacdo dos

resultados do tratamento (Raviglione, 2003).

O primeiro monitoramento global com respeito atatreento foi feito pela OMS
em 1997. Este estudo mostrou que, em 1995, sorhéftede todos os casos estimados
foram tratados através do programa DOTS e a taxaudeestava em 78% (Raviglione,
1997).
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1.2.2.Epidemiologia

Atualmente, a tuberculose esta presente em todaralon(Figura 1), sendo que o
maior nimero de casos ocorre nas regides do sudesisia e do sub-Saara Africano,
onde chega a alcancar cerca de 700 casos por 00@4dltantes. A maior taxa de
mortalidade ocorre na regido da Africa, devido gomimcidéncia de pessoas com AIDS.
Casos de isolados resistentes a uma das drog@maddg no tratamento tém sido
reportados em todos os paises, e a taxa de tubsecuhultidroga resistente € alta em
alguns deles, especialmente aqueles pertenceniastiga Unido Soviética e China
(Onyebujoh & Rook, 2004).

Ameéricas;
12.000

mediterraneo:
5.200

Cada 100.000

pessoas
m <25 B Sudeste da A5|a PaCIfICO '
o 25-49 Africa: : Oeste
*|= 50-99 421.000 J- 12200
B 100- 200

B 300 ou mais
[ nao estimado

Y

Figura 1: Incidéncia estimada de tuberculose no mundo em 200@\ incidéncia
estimada de casos de TB/HIV é mostrada em cada régi Adaptado de Onyebujoh & Rook
(2004).

Sabe-se que cerca de 95% dos casos de TB ocorremmuro em
desenvolvimento, onde ocorrem 98% dos o6bitos. Enp&es encontram-se 80% dos
casos estimados para o mundo, entre os quais, sil Baupava o 1Dlugar em 1997
(Ruffino-Neto, 2002). Sete anos depois, em 200Brasil passou a ocupar o “lBigar
nessa classificacdo (BRASIL, 2006).
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O programa DOTS foi implementado no Brasil e tenstmaalo que o controle da
tuberculose pode ser eficiente se integrado conistensa de saldde primario. Esse
programa, em 1999, acompanhava 7% da populacdd2@@3rpassou a acompanhar 34%.
Cerca de 75% dos casos acompanhados no period608e2@03 foram tratados com
sucesso. Segundo a Organizacdo Mundial da Saudgrasil, em 2003, teve uma
incidéncia de todos os casos de 60/100.000 e desraasos de 27/100.000, a prevaléncia
€ de 90/100.000. O coeficiente de mortalidade &/@@0.000 e a porcentagem de casos
multidroga resistente € de 0,9%. A taxa de notiicade novos casos chega a 25% para
mulheres entre 25-34 anos e a quase 60% para hamaes45-54 anos. E interessante
lembrar que as taxas de caso/notificacao tém &th@a$ por muitos anos no Brasil. Esses
dados se mantém em 2004 (WHO, 2004a; WHO 2004b,BRA006).

1.2.3. Caracteristicas gerais

O Mycobacterium tuberculosis, pertencente a familia Mycobacteriaceae, € um dos
componentes do compleid. tuberculosis, junto com outros cinco membrdd: bovis, M.
bovis BCG, M. microti, M. africanum e M. canetti. Todos os membros desse complexo sao
bactérias de multiplicacdo lenta com um tempo degg® perto de 24 horas e levam de 3
a 4 semanas para formar colbnias em meios de au#idlidos (Cole, 2002). M.
tuberculosis possui um genoma rico em C+G (Cole et al., 1998)um patdgeno
intracelular e sua parede tem baixa permeabilid@@eque possui uma estrutura e

composicao rica em lipideos (De Raoatsal, 2006).

O M. tuberculosis tem a capacidade de entrar em periodos de latéamiauma
atividade metabdlica limitada, dificultando a ad#és antimicrobianos, contribuindo para a
natureza cronica da doenca e impondo um regimeradantento longo. Além disso,
existem, numa mesma infeccéo, populacdes de batzl@mmportamentos diferentes em
funcdo de sua localizagdo e atividade. Assim, osildsa presentes nas cavidades
pulmonares multiplicam-se de forma ativa em um amtki aerébio, os bacilos do interior
dos macrofagos, o fazem em um ambiente microaemfitjue induz a laténcia, e os
bacilos que se encontram no interior da lesdo sas&m, ocasionalmente, um ciclo
replicativo. Por outro lado, se M. tuberculosis pode multiplicar-se nos tecidos, onde a

penetracdo dos antibidticos é facil, no materi@eoao a penetracdo dos antibidticos é
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mais dificil. Os farmacos antituberculosos apresantm perfil de atividade diferenciado
frente a cada uma dessas localizagBes e populag@pgecessario assegurar-se de que 0

tratamento prescrito seja ativo contra todas €a#i,(2003).

O estado de dorméncia, no qual o bacilo permanamsagnte sem infectar os
tecidos, pode ser resultado da acdo de mediadeldares da resposta imune que podem
conter, mas ndo erradicar a infec¢do. Quando aidtade diminui, as bactérias dormentes
reativam-se, causando a deflagracdo da doenca, anéScadas apds a infeccado inicial
(Cole, 1998).

1.2.4. Transmissao

A tuberculose é transmitida por aerossois de paserom doenca pulmonar ativa,
quando um adequado numero de bactérias nas vieasagfio externalizadas através da
respiracdo ou tosse, sendo que a inalacdo de potgarsismos ja pode causar a infeccao.
Entretanto, na maioria dos individuos a infeccamtdgma-se latente, podendo, inclusive,
durar por toda a vida. Justamente por isso, uno téec populacdo mundial encontra-se
infectada comM. tuberculosis sem apresentar sintomas. No entanto, a chancende u
pessoa previamente infectada com HIV desenvohmrtulose é de 10% em cada ano de
vida, enquanto que, a de uma pessoa nao infectexaeste virus é de 5-10% em toda a
vida (Onyebujoh & Rook, 2004).

A doenca cavitaria, onde existe uma lesdo necr@remulomatosa que causa
erosdo dos brénquios, expelindo milhdes de bastanes vias aéreas, € fortemente

associada com aumento da transmissao (Flynn & C0@5,).

1.2.5. Controle e Tratamento

O controle das enfermidades infecciosas em getalrelcionado a melhoria das
condicbes socio-econbmicas da populacdo, melhogasdtemas de saude, programas de
vacinagao e implantagcdo de um tratamento eficazcdso da tuberculose, onde a vacina
disponivel (BCG) apresenta baixa eficacia paraaedtenfermidade, o correto tratamento
assume o duplo papel de curar o enfermo e evita@anamissdo do bacilo, na medida em

gue ao curar o paciente, rompe-se a cadeia dertigs# (Petrini & Hoffner, 1999).
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O tratamento da TB é realizado com cinco drogagrideeira linha: Isoniazida
(INH), Rifampicina (RMP), Pirazinamida (PZA), Etaatbl (EMB) e Estreptomicina (SM)
(Zhang, 2005).

No Brasil, o tratamento atual tem duracdo de sesesie consiste de duas fases. A
primeira € a fase intensiva que dura dois mesas, tods drogas (INH, RMP e PZA)
ministradas diariamente. Durante a fase de corgmgquatro meses), INH, RMP sao
administradas diariamente. A duracdo do tratamantoenta para nove meses quando a
PZA ndo é empregada durante a fase intensiva. O EMBM sao utilizados para
tratamento de pacientes com intolerancia para usnodtros farmacos ou infectados por
cepas resistentes (Cole & Telenti, 1995). Os esgaaie tratamento adotados no Brasil

desde 1979 estao resumidos na tabela 1.

Tabela 1. Esquemas de tratamento da TB utilizadosoBrasil desde 1979.

Esquemas de Tratamento da TB

Sem tratamento anterior, casos novos de 2 meses: RMP /INH / PZA

todas as formas exceto meningoencefalite 4 meses: RMP / INH
Esquema 1

Com tratamento anterior, casos de
2 meses: RMP /INH / PZA
retratamento em recidivas ou retorno apds
Esguema 1 4 meses: RMP / INH / EMB
abandono do esquema 1
Reforcado

Meningoencefalite tuberculosa 2 meses: RMP /INH / PZA

Esquema 2
. 7 meses: RMP / INH
Casos de meningite tuberculosa
Faléncia do esquema 1 ou esquema 1 3 meses: SM/ETH /PZA
reforcado e casos de falénciado 1, 1R ou 2 Esquema 3 9 meses: ETH / EMB

ETH, etionamida; EMB, etambutol; SM, estreptomicing PZA, pirazinamida; RMP,
rifampicina. Adaptado de Brasil, 2002
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Devido as caracteristicas do bacilo, somente umenuifimitado de drogas é ativa
contraM. tuberculosis. Dessa forma, a resisténcia as drogas é um pnabheaior do que

para outros géneros bacterianos (Aieisa, 2001).

1.3. Resisténcia
1.3.1. Fatores associados com o desenvolvimentordsisténcia

Os fatores que afetam negativamente o Programaotérolz da Tuberculose
(PCT) incluem a deficiéncia na implementacdo e rnegdo de um esquema terapéutico
padronizado, a escassez no fornecimento dos fasma&p areas com recursos
inadequados. A instabilidade politica e 0 uso dend&os de baixa qualidade séo
preocupacdes adicionais. O desenvolvimento datéesia pode ser, também, devido a
uma escolha inapropriada do esquema terapéutganak vezes por desconhecimento de
um tratamento anterior, auséncia de esquemas teicg® padronizados e erros, como a
prescricdo de um unico farmaco (WHO, 1997; EspRE01).

Outro fator muito importante é a ndo adeséao doepéeiao tratamento prescrito, 0
que, frequentemente, é uma fonte de isolados eatest as drogas. O tratamento tem uma
duracdo de 6 meses, considerada longa se companada tratamento de outras infecgdes
bacterianas comblelicobacter pylori e infeccbes por pneumococos, cujo tratamento nao

dura mais de uma ou duas semanas (Zhang, 2005).

O desenvolvimento de resisténcia pelos microrgasesné uma resposta
evolucionaria a pressao seletiva dos antibiotibesmodo geral, 0os microrganismos vém
desenvolvendo inUmeros mecanismos de resisténaa imgpossibilitam a acdo dos

medicamentos (McKeegahal, 2003).

1.3.2. Resisténcia aos antimicrobianos

As bactérias usam um grande numero de estratégasonadas com a resisténcia
as drogas. Essas podem ser resumidas em cincorase¢Nikaido, 1998; Zhang &
Telenti, 2000):
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1) Degradacao ou inativagcdo de drogas, quando corganismo produz enzimas que
destroem a droga ativag.: a inativacdo de antibiotic@slactamicos, como a penicilina, é

mediada por penicilinases que catalisam a hidrdliseneB-lactamico;

2) Modificacdo do alvo da droga ou nos ativadores pro-farmacos ocorre quando o
microrganismo altera a estrutura alvo da drogawmi ajivaria este farmace.g.: rpoB e

resisténcia a rifampicina;

3) Modificagdo de vias metabdlicas envolvidas navagfio da droga, quando o
microrganismo desenvolve uma via metabdlica alterqde transpassa a outra reacao

necessdria para a ativacdo da dregg; katG e resisténcia a INH;

4) Envoltério celular como uma barreira a entragabgas, ocorre quando a célpéa se
€ uma barreira a entrada de drogas ou quando ongeclismo altera sua permeabilidade,
diminuindo a permeabilidade as drogas, aparentemeevido a uma mudanca na

membrana externa,g.: parede celular ddseudomonas;

5) Mecanismos de efluxo, o microrganismo desenvobsisténcia, pois, proteinas de

membrana causam a extrusao de draggs,TetC emEscherichia coli.

1.3.3. Resisténcia d. tuberculosis aos antimicrobianos
1.3.3.1. Resisténcia Inata

O M. tuberculosis é naturalmente resistente a muitos antibioticosyidwd,
principalmente, ao envelope altamente hidrofobmae atua como uma barreira para
muitos compostos. Muitos determinantes do potendel resisténcia sdo também
codificados pelo genoma. Isso inclui enzimas hitloals ou modificadoras de drogas
como ag3- lactamases e acetil-aminoglicosideo-transferadesmbas de efluxo de drogas
(Cole, 1998).

1.3.3.2. Resisténcia adquirida

A resisténcia adquirida as drogas pelM. tuberculosis desenvolve-se,
principalmente, por mutacdes em genes alvo dosaf@ysmou em genes que codificam

ativadores dos pro-farmacos. As mutacdes desemiedecespontaneamente devido a taxa
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natural de mutagcdo do DNA gendmico, sendo seledampor sub-dosagem. A resisténcia
a isoniazida e estreptomicina desenvolve-se a arsade 10, enquanto que a resisténcia
a rifampicina desenvolve-se, freqiientemente, a taxa de 13. Isso implica que cada
paciente com tuberculose pode abrigar bacilos §oessparadamente resistentes a drogas
antituberculosas. Por essa razéo, tuberculose sewvdratada com terapia multidroga
(Gillespie, 2002). Nenhum plasmideo ou transposanstnissivel conferindo resisténcia

foi identificado neste microrganismo (Ris#taal, 2000).

N&o se conhece uma alteracdo genética capaz derigem ao fendtipo de
multiresisténcia. O fendtipo multidroga resiste(fMDR) observado em isolados clinicos
deve-se a aquisi¢cdo sequencial de mutacBes enerddsrgenes. A detecgdo precoce da
resisténcia aos farmacos antituberculosos é es$é@aca o correto controle da tuberculose
resistente (Coll, 2003).

1.3.4. Mecanismo de acéao e resisténcia das drogasplimeira linha
1.3.4.1. Estreptomicina
1.3.4.1.1. Mecanismo de acao

A SM, um antibiético aminoglicosideo de largo espmdoi o primeiro antibidtico
disponivel para o controle da tuberculose e seuamomonoterapia logo levou ao
surgimento de mutantes resistentes (Cole & Tel@885). A férmula da estreptomicina

pode ser visualizada na figura 2.
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Figura 2: Formula da estreptomicina. Adaptado de Zlang, 2005.
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Com o advento de novas e melhores drogas (RMP ¢ lidbve o decréscimo do
uso da estreptomicina, mas um aumento no nUmece@Es resistentes, nos dias atuais,

fez com que a SM retomasse seu papel importarterayaia (Ruizt al, 2002).

O local de sua acéo é na subunidade menor do oilnasE30S), especificamente na
proteina S12 e no RNA ribossémico (rRNA) de 16% BElbqueia a traducdo do RNA
mensageiro (MRNA) em seu inicio, tanto na inconpfwade novos aminoacidos na cadeia
polipeptidica como na facilitacdo de uma revisé&fidrente pelo ribossomo (Sander &
Bottger, 1999; Zhang & Telenti, 2000).

Como a SM estabiliza a fasam (ribosomal ambiguity, esquemas de pareamento
alternativos durante a sintese protéica ebtor-prone), seria de se esperar que ela
aumentasse a ligacdo inicial de tRNA nao-cognaittsoifetos) e afetasse também a
revisao pelo ribossomo. Mutagcbes em S12 levamrawif® de hiperacuracia, um fenoétipo
fraco manifesta resisténcia a estreptomicina eemitipo forte (multiplas mutacdes) leva
a dependéncia a estreptomicina. No caso de depgadeasteptomicina a fasgm estaria
tdo desestabilizada que a estreptomicina poderdgaap estabiliza-la e, assim, a restaurar

0 processo de traducao (Carteal, 2000).

1.3.4.1.2. Mecanismo de resisténcia

O mais freqiente mecanismo de resisténcia a SM afuisicdo de enzimas
modificadoras de aminoglicosidios via plasmideogr@usposons (Mingeot-Lecleretjal,
1999). Mas, emM. tuberculosis, ndo foi identificada a difusdo horizontal de miate
genético nem a acdo de enzimas modificadoras. MEmuberculosis o mecanismo
conhecido de resisténcia aos aminoglicosidicosistensa alteracao do alvo sobre o qual

atuam como consequéncia de mutacdes cromossoriitasy & Telenti, 2000).

O principal sitio de mutagéo é o gempsL, que codifica a proteina ribossomal S12,
em que ocorrem mutacdes resultando na substitudgdam Unico aminoacido. Um
segundo mecanismo da resisténcia ocorre por d@tsap gene que codifica o rRNA 16S
(rrs) (Finkenet al, 1993).

E interessante lembrar que a maioria das eubastériavarias copias do operon de
genes de rRNA, enquanto que dMmtuberculosis e outras micobactérias de multiplicacéo
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lenta existe somente um. Logo, ém tuberculosis uma mutagdo Unica pontual j& pode
provocar resisténcia (Coll, 2003).

O mapeamento dessas mutacdes revelou que essasroean regides conservadas
do gene. Para o gempsL elas ocorrem preferencialmente nos codons 43 (AASGG;
K—R) e 88 (AAG-CAG; K—Q; AAG—AGG; K—R) e as mutagcdes no cdédon 93
(GTG—ATG; V->M) e 9 ( CGG-CAC;—R—H) ocorrem num numero menor de cepas
(Brzosteket al, 2004; Méieret al, 1996; Sreevatsaat al, 1996; Fukudat al, 1999).

Para o geners as mutacdes ja descritas ocorrem nas posicoesC46l, 627
C—G, 523 A-C, 522 C-T, 526 C-T, 491 GC-T, 512 G-T, 513 A>T, 798 C-T, 877
G—A, 904 A—-G, 906A—~C (Brzosteket al, 2004; Méieret al, 1996; Sreevatsad al,
1996). As mutacOes que ja foram descritas tanta pagenars quanto para o gengsL
podem ser visualizadas na tabela 2.
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Tabela 2 - Mutagdes ja descritas nos gengssL e rrs.

Mutacdes empsL Mutacdes enfrs Referéncia
88 (AAG—CAG; K—Q) 491 G-T Méier et al (1994)
512 C-T
904 A—G
43 (A AG—AGG; K—R) 522 G>T Méier et al (1996)
88 (AAG—CAG; K—Q) 523 A—C
526 C-T

43 (AAG—AGG; K—>R)
88 (AAG—CAG; K—Q)
93 (GTG-ATG; V —M)

491 C-T,; 877 G-A
512 G-T,; 798 G->T
513 A—T; 904 A-G

Sreevatsaset al (1996)

9 (CGCG-CAC;R—H) 906 A—~C
43 (AAG—AGG; K—R) Fukudaet al (1999)
88 (AAG—CAG; K—Q)
88 (AAG—AGG; K—R)
121 (AAA—AAG; K—K) Siddigiet al (2002)
491 C-T Victor et al (2001)
9 (CGC-CAC; R—H) 461 C-T Brzosteket al (2004)
40 ( T-1) 627 C-G
43 (AAG—AGG; K—R) 906 A>T
88 (AAG—CAG; K—Q)
88 (AAG—AGG; K—R)
93 (GTG-ATG; V—M)
98 (ATC—ATT,; I1-1)
43 (AAG—AGG; K—R) 189 G-A Ramaswamyt al (2004)
426 G-T
491 C->T
1238 T-C
43 (AAG—AGG; K—R) 513 A>T Tracevskat al (2004)
516 C-T
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Quando é determinada a Concentragdo Minima Ini@i{@MI) de um isolado, esta
pode ser relacionada com a alteracao genéticanpeese mesmo. Mutagcdes que afetam o
generpsL produzem um alto nivel de resisténcia, CMIs > B§nl; ja as mutagdes no
generrs produzem uma resisténcia de nivel intermediana) €MlIs entre 50-500 pg/ml
(Coll, 2003, Méiert al, 1996). Em aproximadamente um terco das cepagtept@s existe
um nivel de resisténcia baixo e ndo se detectamaafies nos geness e rpsL. Nessas
cepas supostamente ocorre um mecanismo que alteeareeabilidade ou acumulacéo
como forma de justificar a resisténcia (Sander &dggy, 1999; Silva, 2001; Riska, 2000).

1.3.4.2. Rifampicina
1.3.4.2.1. Mecanismo de ac¢ao

E um Ansamicin lipofilico, sendo um agente antimiano de largo espectro que
se difunde rapidamente através do envelope hidiczfdtla célula. A RMP interfere na
transcri¢cdo do &cido ribonucléico (RNA) (Cole, 198bang & Telenti, 2000).

A inibicdo da transcricdo acontece porque a RMfxaena subunidadp da RNA
polimerase e além de um efeito bactericida sobrecéslas deM. tuberculosis
metabolicamente ativas, a RMP também possui uma estérilizante excelente frente as
bactérias em estado de laténcia. Por isso, a REIEof@a que a terapia frente a tuberculose

fosse reduzida de 12-18 meses para 9 meses (ZG01),

1.3.4.2.2. Mecanismo de resisténcia

As micobactérias adquirem resisténcia a RMP paagdes em uma regido bem
definida de 81 pares de bases (27 cdédons) da regi@wmal do gene que codifica a
subunidadel da RNA polimeraserpoB). Mais de 95% das cepas resistentes a RMP
possuem mutacbes nessa regido. Este fato facibtodesenvolvimento de técnicas
moleculares para a detecc¢ao rapida da resistéiriidPa(Cole & Telenti, 1995).

Mas em 5-10% das cepas resistentes a RMP naatadelmutacées no geroB,

e nessas cepas é possivel que ocorra uma variagddnmero e atividade de bombas de
efluxo (Viveiroset al, 2003).
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1.3.4.3. Isoniazida
1.3.4.3.1. Mecanismo de agao

A INH é ativa somente frente aos bacilos em rep#oaativa, ela € uma pro-droga
que requer a ativacao pela enzima catalase-pesexakabactéria para gerar varios radicais
reativos, que entdo atuam em diversos alvos ndob#&zialvo mais conhecido € a via de
sintese do acido micdlico da parede celular, orde menos duas enzimas InhA e KasA

tém sido identificadas como alvo da inibicao pa&lel [ Zhang, 2005).

A INH tem multiplos efeitos no bacilo da tubercos ndo é tarefa simples
localizar com precisdo qual € o alvo mais essenuigd inibicdo levara & morte da célula
(Zhang & Telenti, 2000).

1.3.4.3.2. Mecanismo de resisténcia

Isolados clinicos frequentemente perdem a atividdde enzimas catalase-
peroxidase e desenvolvem resisténcia a INH. Mutagie genekatG que codifica a
enzima catalase-peroxidase reduzem ou eliminanbiidzme de ativar a pro-droga INH.
Esse gene estéa localizado numa regido altamenites#ado genoma contendo sequéncias
de DNA repetitivo que podem ser a causa da ingdaldé desta regido e podem contribuir
para a alta freqiéncia de mutacdeskat® em cepas resistentes a INH (Zhang & Telenti,
2000).

Uma enzima envolvida na sintese do acido micéliaopdrede celular que é
codificada porinhA é provavelmente o principal alvo da INH. MutacGes regido
codificadora ou promotora dohA estdo relacionadas com resisténcia a INH em baixo
niveis. Alteracbes no gerk@sA, que codifica uma enzima relacionada com a snties

lipideos, também tém sido encontradas em cepasamtss a INH (Rosset al, 2002)

Mas 20-30% de todas as mutagdes nos gai€seinhA ndo sdo associadas com
resisténcia a isoniazida, indicando que nessesdgsla resisténcia pode ocorrer por
inducdo de bombas de efluxo (Viveiros, 2003) e/otios genes podem estar envolvidos
na resisténcia a INH (Rossedtial, 2002).
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1.3.4.4. Etambutol
1.3.4.4.1. Mecanismo de agao

O EMB inibe a biosintese da parede da célula matebana. EMB é ativo
somente contra bactérias em multiplicacdo ativa.ERB afeta a biossintese de
lipoarabinomanano e arabinogalactano (importantssgacarideos da parede celular
micobacteriana). Ele atua inibindo a associacécadasinotransferases com a membrana,

causando a acumulacao de acidos micolicos e a aetélula (Ainsat al, 2001).

1.3.4.4.2.Mecanismo de resisténcia

A resisténcia a EMB ocorre, na maioria das cepas, rputacbes no operon
embCAB que codifica arabinosil transferases, que estd@cionadas com a sintese de

componentes da parede celular (Coll, 2003).

Mutacdes emembB, identificadas em mais de 65% dos isolados d&isdo
associadas com alto nivel de resisténcia. Baixoaande resisténcia, achado em 35% das
cepas deM. tuberculosis resistentes a EMB, ndo apresentam mutacdes no epabi2
(Zhang & Telenti, 2000).

1.3.4.5. Pirazinamida
1.3.4.5.1.Mecanismo de acao

A PZA tem a habilidade de inibir a populagéo dellbasemidormentes residindo
num meio acido, que nao séo efetivamente mortosyttoat droga antimicrobiana. Por esta
droga possuir atividade frente a bacilos semidotesera adicdo deste no esquema de
tratamento da tuberculose fez com o tratamente festuzido de 9 para 6 meses (Scorpio
et al, 1997).

A PZA é uma pro-droga que requer a ativacdo oueasdo para sua forma ativa,
forma acida, acido pirazindico (POA) pela acdo dairea bacteriana pirazinamidase

(PZase) de unM. tuberculosis suscetivel (Zhang, 2005).

A PZA entra no bacilo através de difusdo passiv@ eonvertida pela PZase

citoplasmatica em POA que, entdo, sai da célumvédrde difusdo passiva e deficiente
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mecanismo de efluxo. Uma vez que POA esta foraétldag se o pH extracelular é acido
uma pequena por¢cdo de POA se tornarda um conjugadforena acida sem carga que
atravessa a membrana facilmente. O influxo de P&aAithdo € mais forte do que o fraco
efluxo, causando a sua acumulagcéo nas célulds téerculosis. O POA protonado leva
protons para dentro da célula e isso pode causati@imente acidificacdo do citoplasma.
Dessa forma, POA atuaria inibindo enzimas vitaigap@a microrganismo. Em um pH
neutro ou alcalino, pouco POA é encontrado no balal tuberculose, porque 99,9% deste
ficardo na forma anion que nao entra na céluldnfiacite. O alvo do POA ainda € obscuro,

existindo varias hipoteses de alvos celulares glaréZhang & Telenti, 2000).

1.3.4.5.2. Mecanismo de resisténcia

Cepas resistentes a PZA possuem usualmente defeitatividade da enzima

PZase, e ha uma boa correlacdo entre resistéR@aA & perda de atividade dessa enzima.

Mutacbes no gene gene que codifica a PZgpeA) sdo, em grande parte,
responsaveis pelo mecanismo de resisténcia a P&#Aremdo em 72 a 97% das cepas
resistentes. No entanto, existem cepas resistanR&A sem alteracbes no gemeA e
nestas cepas a resisténcia deve-se a outros nmacanislacionados com a permeabilidade
e o efluxo (Coll, 2003).

Um resumo do mecanismo de acdo, alvos e genesvatoslna resisténcia das

drogas de primeira linha pode ser visto na tabela 3
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Tabela 3: Mecanismo de acédo, genes envolvidos msisténcia, CMI e alvos das
drogas de primeira linha. Adaptado de Zhang (2005).

Droga (ano de CMI Mecanismo de alvos Genes
descobrimento) (ng/ml) acao envolvidos
na
resisténcia
Estreptomicina 2-8 Inibicdo da sintese Proteina rpsL errs
(1944) protéica ribossomal
S12 e rRNA
16S
Isoniazida (1952) 0,01-0,2 Inibicdo da sintes®ultiplos katG
de acidos micélicos alvos inhA
da parede celular e ndh

outros multiplos
efeitos no DNA,
lipideos,
carboidratos e
metabolismo de

NAD
Rifampicina (1966)  0,05-0,5 Inibicdo da sintes&ubunidadg rpoB
de RNA da RNA
polimerase
Pirazinamida (1952) 20-100 Rompimento do Metabolismo pncA
transporte da de energia da
membrana e membrana
deplecao da
energia
Etambutol (1961) 1-5 Inibicdo da sinteseArabinosyl embCAB
de transferase

arabinogalactano
da parede celular

1.4. Efluxo e resisténcia aos antimicrobianos

Embora o envoltério da célula micobacteriana sejaa warreira efetiva de
permeabilidade, ela sozinha ndo consegue impeihifiuxo, e consequente acumulo, de
substancias téxicas. Além disso, o volume da céhdateriana é pequeno e uma
determinada droga tem sua concentracdo equiliteratte o interior da bactéria e o meio
extracelular de forma relativamente rapida (Nika@01).

Nas bactérias, a permeabilidade da membrana e @ @E&amecanismos de

transporte ativo previnem o acesso de certas dragasseus alvos intracelulares. Isso
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constitui um mecanismo geral de resisténcia asadrogpaz de diminuir a sensibilidade a
uma variedade de estruturas de drogas e compogiosd. A resisténcia devido ao efluxo

€ caracteristicamente dependente de energia, qaglaagerada pela forca motora do
préton ou da hidrolise de ATP (Silva, 2001).

As bombas de efluxo sdo proteinas transportadarasividas na extrusdo de
substancias toxicas (incluindo todas as classeantlbiéticos relevantes) de dentro da
célula para o meio externo. Essas proteinas samniadas em células procaribticas e
eucaridticas (Nikaido, 1998; Paulsen, 2003; WelBbBrddock, 2003).

A presencga de bombas de efluxo confere a bactarimacanismo intrinseco que
favorece a sobrevivéncia em um ambiente hosti@rga de antibioticos) e bactérias que
superexpressam bombas de efluxo podem ser seldamrsem a aquisicdo de novo
material genético (Webber & Piddock, 2003).

Os genes que codificam as bombas de efluxo mulidresistente sdo, na sua
maioria, constituintes normais dos genomas baa@siaAlguns desses genes podem ter
um alto nivel de expressao constitutiva (resisgénicirinseca aos antibioticos) e isso
ocorre devido a aquisicao de mutacdes em genewtr@gos(Lomovskayeaet al, 2001).

A andlise do genoma de mais de 100 organismos
(http://www.membranetransport.org/) revelou quebambas de efluxo sdo ubiquas na
natureza, constituindo uma média de mais de 10%atsportadores de um organismo
(Paulsen, 2003; Webber & Piddock, 2003).

As bombas podem ser especificas para um substuafpadem transportar uma
ampla gama de componentes de estrutura diferemtiiifido antibidéticos de multiplas
classes). Portanto, essas bombas podem estaragssocom resisténcia multipla a drogas
(MDR) (Webber & Piddock, 2003; Lomovskaya & Watki2601).

As bombas de efluxo bacterianas pertencem a ciandlifs: duas delas séo
superfamilias antigas, conhecidas como superfafiiiaBinding Cassete (ABC) e Major
Facilitator Superfamily (MFS). As outras trés séo familias menores e ¢éivalmente mais
recentesSmall Multidrug Resistance (SMR); Resistance-Nodulation-Cell Division (RND)

e Multidrug and Toxic Compounds Extrusion (MATE) (De Rosskt al, 2006).

Os membros das familias MFS, SMR, RND e MATE sangportadores

secundérios, energizados pela forgca motora do filexprotons, em contraste com o ATP
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qgue é utilizado como doador de energia para memteiolamilia ABC de bombas de
efluxo multidroga (De Rosst al, 2002; Nikaido, 1998; Webber & Piddock, 2003).

Fisiologicamente, os compostos transportados porsportadores MFS incluem
acucares simples, oligassacarideos, drogas demt#srestruturas quimicas, aminoacidos,
nucleosideos, metabdlitos do ciclo de Krebs e uraadg variedade de anions e cations
inorganicos (De Rosst al, 2002; Hendersoet al, 2000; Saieet al, 1998).

Andlises do genoma dd. tuberculosis, utilizando ferramentas de bioinformatica,
identificaram 16 ORFsofen reading frames, fases abertas de leitura) que codificam
possiveis bombas de efluxo pertencentes a famifi§ KDe Rosset al ,2002). Também
foram identificados 15 genes que codificam possipeoteinas transmembrana preditas
como sendo pertencentes a superfamilia RND (DeiRbs#, 2006) e de acordo com
similaridades estruturais, em torno de 2,5% do gendeM. tuberculosis, codifica genes
de transportadores da familia ABC (Braibagtt al, 2000). Mas apenas poucos
transportadores tém sido caracterizados e demdost@mo envolvidos na resisténcia as
drogas enM. tuberculosis (De Rosskt al, 2006).

Em geral, as bombas de efluxo de drogas conferemdniveis de resisténcia, em
contraste com os altos niveis de resisténcia ddoferpor mutagcdes em genes que
codificam os alvos primarios desses agentes (DesiRbsl., 2002). De fato, mesmo a
superexpressdao de uma bomba de efluxo com espmujpbhado para multiplas drogas
pode nédo conferir alto nivel de resisténcia. Ealtret, embora o significado clinico
imediato desta resisténcia seja pequeno, a dindiouda concentracdo intracelular de
antibiotico permite a bactéria sobreviver até qegam selecionadas mutantes com
alteracbes moleculares que podem determinar nideis resisténcia clinicamente
significativos (Webber & Piddock, 2003; Nikaido,9B9 Martinez & Baquero, 2000).

Por outro lado, um alto nivel de resisténcia pode ocorrer como resultado da
atividade de uma unica bomba de efluxo, e, de fatoa possivel associacdo da
superexpressao desses genes entre isolados cliagistentes ndo pode ser ignorada. A
resisténcia intrinseca de certas espécies a dmtds@ode também ser devida a atividade
de diversas bombas de efluxo (Webber & Piddock3200

Estudos mostram que quando as bombas de efluxaibétas por seus inibidores,
o desempenho das drogas pode ser significativanmaethorado. E esperado que a

inibicdo de bombas de efluxo: (i) diminua o nivalrdsisténcia intrinseca; (ii) reverta
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a resisténcia adquirida significativamente; e @imninua a freqiéncia de emergéncia de
mutantes altamente resistentes (Lomovskagh 2001 Marquez, 2005)

O estudo das bombas de efluxo tem seguido duaatéggas principais. Na
primeira delas, estas proteinas tém sido caraatl#z individualmente por clonagem e
expressdo dos genes em micobactérias de multigicadpida, especialmente o
Mycobacterium smegmatis, cepa mtl55. Alguns destes estudos tém mostrado que o
mecanismo de transporte ativo de drogas pode exstaivido na resisténcia intrinseca ou
adquirida as drogas (Viveirca al, 2003; Takiffet al, 1996). Nesse contexto ja foram
caracterizadas algumas bombas de efluxdvenuberculosis, que conferem resisténcia a
tetraciclina (Tap) (Ainsa&t al, 1998), aminoglicosideos e tetraciclina (P55)vsét al,
2001), tetraciclina, eritromicina, etambutol, noxécina, estreptomicina, cloramfenicol e
antraciclinas (DrrAB) (Choudust al, 2002), rifampicina e ofloxacina (Rv1258c) (Siddiq
et al, 2004), ciprofloxacina (Rv2686¢c-Rv2687-Rv2688@4€a¢et al, 2004).

Na segunda estratégia os estudos tém utilizadcab@agem indireta procurando
caracterizar o efluxo como mecanismo relacionadesgténcia intrinseca e adquirida em
micobactérias. Nestes experimentos foram utilizasldsstancias, tais como verapamil,
reserpina e o ionéforo carbonil cianide 3-cloraofgdrazona (CCCP), que atuam como
inibidores dos sistemas de efluxo, e observando maiar acumulagdo de droga ou uma
diminuicdo dos niveis de resisténcia (Levy, 1992rl¥am,1999; Choudhurét al, 1999;
Banerjeeset al, 1996, Poole, 2000). Na tabela 4 pode ser visaddizim resumo de alguns

trabalhos que evidenciaram indiretamente a ac&istiema de eflxo emdl. tuberculosis.
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Tabela 4 - Evidéncia indireta da a¢édo do sistema defluxo ou acumulacdo de drogas

antituberculose emMycobacterium tuberculosis. Adaptado de De Rossét al, 2006.

Droga Evidencia hipotese Referéncias

INH Resisténcia a INH pode ser Bombas de efluxo induzidas Viveiroset al
induzida gradualmente; por INH podem estar (2002)
reserpina diminui a envolvidas no efluxo de INH
resisténcia induzida a INH

RMP Aumento na acumulacao daSugere a dependéncia ativa dBiddocket al
RMP na presenca de energia no efluxo da RMP  (2000)
reserpina; revertido por
glicose

RMP induz a expresséo de Contribuicdo de bombas de Siddigiet al
Rv1258c em um isolado  efluxo na resisténcia a RMP (2004)
clinico deM. tuberculosis

resistente a RMP,

ofloxacina, INH e

minomicina
FQ CCCP e reserpina néao Bombas de efluxo Piddock &
afetaram os niveis de provavelmente ndo estejam Ricci (2001)
resisténcia as FQ envolvidas na resisténcia as
FQ
Ofloxacin induz a expressaoContribuicdo de bombas de Siddiqiet al
de Rv1258c em isolado efluxo na resisténcia a (2004)

clinico de M. tuberculosis ofloxacina
resistente a RMP, ofloxacin,
INH e minomicina

O verapamil (G/HzgN>O4) € um bloqueador de canais de célcio utilizado acom
principio ativo de farmacos para hipertensdo, feis a capacidade de relaxar vasos
sanguineos (veias e artérias), diminuindo a presmdguinea, o que reduz o esforgo para o
coracao bombear o sangue de retorno. Também Zadblino tratamento de angina (dor no
peito) e para controlar alguns tipos de batimentoardiacos irregulares
(http://www.drugs.com/verapamil.html). O verapaieiin sido utilizado como bloqueador
de transportadores de drogas, causando a inibigdistema de efluxo e aumentando a
concentracdo intracelular da droga, provocando genua célula bacteriana (Banerjee,
1996; Markham & Neyfakh, 1996).

O CCCP vem sendo utilizado em estudos por dispergaadiente préton-motor

das membranas, por despolarizar a membrana ergagjamsaet al, 1998, Pascat al,
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2004, Levy, 1992), inibindo assim as bombas dexeflgue utilizam a forca do préton-
motor. Sua elevada toxicidade o torna inviavel pango terapéutico (Diaz, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar as mutacfes envolvidas na resist&eigsolados clinicos d#.

tuberculosis & estreptomicina e sua relagdo com o sistemdweef

2.2. Objetivos Especificos

e Seqguenciar as regibes dos gemss e rpsL, envolvidas com resisténcia a

estreptomicina em isolados clinicosMetuberculosis,

e Avaliar a relacdo do efluxo como possivel baseemdar da resisténcia a
estreptomicina em isolados clinicos #& tuberculosis utilizando inibidores

classicos do sistema de efluxo;

* Determinar a Concentracdo Minima Inibitoria de seg@M. tuberculosis frente a

estreptomicina utilizando a técnica de microdiloicém resazurina (REMA).

39



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Tipo de estudo

O estudo foi realizado com isolados clinicosMietuberculosis selecionados por
conveniéncia, de acordo com a disponibilidade bikdade da cultura dos mesmos. Para
este estudo foi determinada a Concentracdo Minmibétdria (CMI) dos isolados clinicos
na presenca e auséncia de inibidores classicostma de efluxo (CCCP e verapamil),
sempre com a estreptomicina adicionada ao meiore@gltados dessa analise foram

comparados com os dados de seqiiencia dos gemeagpsL.

3.2. Local de desenvolvimento do estudo

O estudo foi realizado no laboratorio de Biologieolétular do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CDCT Fandacdo Estadual de Producéo e
Pesquisa em Saude do Estado do Rio Grande do BtPRS/RS, em Porto Alegre e no
laboratorio de Micobactérias da Universidade Fddakrdio Grande — FURG.

3.3. Sele¢éo das Amostras

Foram considerados elegiveis para esse estudoola&lds deM. tuberculosis
originarios de pacientes com tuberculose resisgeptesensiveis a estreptomicidas
cidades de Rio Grande e Porto Alegre, além de adpabversas regides pertencentes ao
Instituto de Medicina Tropical da Antuérpia (BélgicTodos estes isolados clinicos fazem
parte do banco de cepas dos diversos laboratéiosferéncia e atualmente encontram-se
estocadas no Laboratorio de Micobactérias da FURG.

3.4. Critérios de Inclusao

Foram incluidos neste estudo os isoladosvdeuberculosis que apresentavam
resisténcia e sensibilidade a SM pelo Método dapdP¢des (MP).
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3.5. NUumero Amostral

Neste estudo foram utilizados 79 isolado$/déuberculosis.

3.6.Cultura de M. tuberculosis

Os isolados dé. tuberculosis foram cultivados em meio Ogawa e incubados a
37°C de 4 a 6 semanas. Posteriormente eram mantidagppaximadamente 3 meses na
geladeira antes de serem repicados. Todos os @asofadam estocados em tampédo de

Soerensen, 20 % de glicerol a®z0

3.7. Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria(CMI) com inibidores de

efluxo

Para a determinacdo da CMI foi utilizado o métodMA (Resazurin Microtitre
Assay) (Palominoet al, 2002), que consiste numa diluicdo em microplasaéreis de 96
cavidades com fundo em U utilizando a resazurimaccimdicador de viabilidade celular.

Os isolados foram multiplicados em meio liquido 7BRADC, em agitador
automatico de tubos a %7 por uma semana. Apods, foram colocadas pérolasgidie
nesses tubos que, entdo, foram agitados no vdttesteriormente, foi preparado um tubo
com uma turbidez semelhante ao tubo nimero 1 ddaede McFarland (tubo A), o que
equivale aproximadamente a 3,0 x® Ifactérias por ml, esse tubo tem o intuito de
padronizar a quantidade do in6culo que sera ulidiz® indculo colocado nas placas tinha
uma diluicdo de 1:25 do tubo A em outro tubo (tB)ppreviamente preenchido com 7H9
OADC.

As cavidades externas da microplaca foram preeashédm &gua destilada, para
evitar a rapida evaporacao do meio liquido na asts placas continham uma coluna de
controles, onde o controle do meio teve como olgetertificar a esterilidade deste, e 0

controle da cepa, certificar que o inéculo estaasel.

Em cada placa foram testadas os isolados com 188 meio 7H9 OADC em uma
coluna, 100 pl de meio 7H9 OADC e verapamil 100nmvicaitra coluna e 100 pl de meio
7H9 OADC e CCCP 5mM em outra coluna. Apos foramciadados 100 pl de
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estreptomicina (utilizada nas concentractes deu2pl até 7,8 ug/ml e 8 pg/ml até 0,25
pg/ml) nos primeiros pogos e realizada a diluigitada 1:2 em cada coluna. Em seguida

foram colocados 100 pl dos inéculos nos devidosqog

Depois de preparadas, as placas foram tampadatoeadas na estufa a °g7
durante cinco dias. No quinto dia foram adiciona2®$itl de Resazurina em cada pogo. A
leitura era entdo realizada dois dias depois. AaRefa € um indicador de oxidacao-
reducdo, possui cor azul e a permanéncia dessmdioa que ndo houve multiplicacdo
bacteriana, a mudanca do azul para o rosa indreal&gdo da substancia e consequente
multiplicacdo da bactéria. Estudos tém demosntgadoainda nédo foi detectada nenhuma
interacdo da resazurina com alguma droga ou progluitmico (Banfiet al, 2003). Na
figura 3 encontra-se um esquema de como a mic@adilizada no teste da CMI, e na

figura 4 encontra-se uma foto da microplaca nalditeitura.

00000000 QCO00
0CO0000000OO | ==
000000000000 |
000000000 Q0 U™
00000000C000 ¢
CO0000000000 g™
CC0000000000 3™
Q0000000 COQ0 g™

Figura 3 — Esquema da microplaca para determinacada CMI
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Figura 4 — Foto da microplaca no dia de leitura.

3.8. Extracdo de DNA

O DNA genbmico foi isolado conforme metodologiaat#a por Van Soolingest
al (1994).

De um cultivo deM. tuberculosis em meio solido foram retiradas todas as col6nias
com ajuda de palito estéril e colocadas em um tiéd,5 ml com 400 pl de TE. Apds
essas colonias foram inativadas durante 30 min°@ 80depois foi adicionado 50ul de
lisozima 10 mg/ml e incubado pelo menos 1 h &C3(preferencialmente toda a noite).
Apos adicionar 70ul de SDS 10% e 5ul de solucarokeinase K a 10 mg/ml, colocar no
vortex durante 3 minutos e incubar &@&%lurante 10 min, adicionar 100 pl de NaCl 5M,
adicionar 100ul de solucédo de CTAB/ NaCl (10% CT&AB% NacCl) e colocar no vortex
até obter um aspecto leitoso e incubar 10 min ¥C,63po6s adicionar 750ul de
cloroférmio/ alcool isoamilico e colocar no vértedurante 10 segundos e depois
centrifugar a 12000 rpm a temperatura ambiententieid min e passar o sobrenadante a
um tubo novo e adicionar 0,6 volumes de isopropardgixar a -2 por pelo menos 30
minutos. Apoés centrifugar a 12000 rpm a temperaarhiente por 5 minutos e eliminar o
isopropanol virando o tubo, adicionar etanol 70%ad® e misturar suavemente varias
vezes e centrifugar a temperatura ambiente a 1B8®0por 5 min, verter o tubo para
dispensar o sobrenadante, esperar secar completaensssuspender em 20 ul de TE 1X.
O DNA extraido era mantido £@& por dois dias para suspensdo completa e em seguid
estocado a -2C.
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3.9. Amplificagéo dos genes de interesse

As principias alteracbes moleculares descritasa pas genesrrs e rpsL,
relacionadas com a resisténcia a estreptomicimagnf@nalisadas por seqienciamento do
DNA.

As sequéncias selecionadas e @smers basearam-se nas regides génicas
identificadas como responsaveis, por varios autqrels resisténcia a estreptomicina. A
reacdo de PCR para amplificar as sequéncias dasrgere rpsL de isolados deM.
tuberculosis (acesso no GenBank NC 000962) foi realizada arttib-se osprimers
descritos por Tracevslahal (2004).

3.10Primers utilizados

Foram amplificadas duas regides do gerge (numero de acesso no GenBank
X52917) que possuem mutacOes associadas a remstancegidao 530 que gerou um
fragmento de 238 pares de bases e a regido 91@eqoe um fragmento também de 238
pares de bases (Tracevskal, 2004) (figura 5).

JA com o genepsL (numero de acesso no GenBank L08011) houve uma
amplificagdo de uma Unica regido interna com 30@gde bases (Fukuatal, 1999)
(figura 5).

Os oligonucleotideos iniciadorggr{mers) utilizados foram os seguintes:

GenerpsL
rpsL1 5"CCAACCATCCAGCAGCTGGT leitura direta
rpsL2 5" ATCCAGCGAACCGCGGATGA leitura reversa
Generrs

rrs530-1 5"GATGACGGCCTTCGGGTTGT leitura direta
rrs530-2 5’TCTAGTCTGCCCGTATCGCC leitura re\aers
rrs912-1 5GTAGTCCACGCCGTAAACGG leitura direta
rrs912-2 5" AGGCCACAAGGGAACGCCTA leitura reversa
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CGene rpsL

rpsL1

781560 at glccaaccat ccagcagct ggtjccgcaagggt cgt cgggacaag

781605 at cagt aaggt caagaccgcggct ct gaagggcagcccgeagegt

781650 cgt ggt gt at gcacccgcgt gt acaccaccact ccgaagaagccg

781695 aact cggcgcttcggaaggttgcccgegt gaagtt gacgagt cag

781740 gtcgaggt cacggcgtacattcccggcgagggccacaacct gcag

781785 gagcact cgat ggt gct ggt gcgcggcggecgggt gaaggacctg

781830 cct ggt gt gcgcet acaagalt cat ccgeggt t cget ggatjacgcag

rpsL2

781875 ggt gt caagaaccgcaaacaggcacgcagccgttacggcgct aag

781920 aaagagaagggct ga

Fragmento do gene rrs

5343

5403

5463
5523

5583
5643
5703

5763
5823
5883
5943

6003
6063

acgggaggcagcagt ggggaat at t gcacaat gggcgcaagcct gat gcagcgacgccgce

rrs530-1

gt gggglgat gacggcct t cgggt t gt jaaacct ct t t caccat cgacgaaggt ccgggttc

t ct cggat t gacggt aggt ggagaagaagcaccggccaact acgt gccagcageccgeggt

aat acgt agggt gcgagcegt t gt ccggaat t act gggcgt aaagagct cgt aggt ggt t t

rrs530-2

gt cgcgtt gt t cgt gaaat ct cacggct t aact gt gagcgt gcglggcgat acgggcagac
t agalgt act gcaggggagact ggaat t cct ggt gt agcggt ggaat gcgecagat at cagg
aggaacaccggt ggcgaaggcgggt ct ct gggcagt aact gacgct gaggagcgaaagceg

rrs912-1

t ggggagcgaacaggat t agat accct gjgt agt ccacgccgt aaacggft gggt act aggt

gt gggt ttccttcctt gggat ccgt geccgt aget aacgeat t aagt accccgect gggga

gt acggccgcaaggct aaaact caaaggaat t gacgggggcccgcacaagcggcggagea

t gt ggat t aat t cgat gcaacgcgaagaacctt acct gggttt gacat gcacaggacgcg

rrs912-2

t ct agagaft aggcgt t ccctt gt ggcct|gt gt gcaggt ggt gcat ggct gt cgt caget ¢

gt gt cgt gagat gt t gggt t aagt cccgcaacgagcgcaaccctt gt ct cat gt t gccag

Figura 5: Localizag&do dosprimers utilizados na amplificagéo de fragmentos

dos genespsL e rrs, deM. tuberculosis.
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3.11. Condic¢des da reacdo em cadeia da polimeraBER)

As reacdes foram realizadas em um termocicladoni@®icler ™ — Hot Bonnet
PTC — 150/MJ Research) obedecendo as seguinteeraionas e tempos: desnaturacao
inicial a 92¢ por 2 min, 35 ciclos de 93 por 1 min, 62C por 1 min, 72C por 1 min e
uma extensao final de %2 por 10 min.

A PCR para amplificar o fragmento do gempsL foi padronizada utilizando-se
100 ng de DNA deM. tuberculosis, 1,5 mM de MgGl, 200 uM de dNTPs, 2,5 U Taq
DNA polimerase, 40 pmol de cagamer (rpsL1 e rpsL2), em um volume total de 50pl.

A PCR para amplificar o fragmento do gewss foi padronizada utilizando-se 100
ng de DNA deM. tuberculosis, 2,0 mM de MgC), 200 uM de dNTPs, 2,5 U Taq DNA
polimerase, 40 pmol de cagaimer (rrs530-1 e rrs530-2 / rrs912-1 e rrs912-2), em um

volume total de 50ul. Cada par jpremers foi amplificado em tubos diferentes.

3.12. Andlise dos fragmentos amplificados

A deteccdo do produto amplificado foi feita em del agarose 1,5%, preparado
com TEB 1X e corado com brometo de etidio e vigadibs em um transluminador de
U.V. O marcador de peso molecular utilizado durasteorridas eletroforéticas foi o 100
pb DNA Ladder (Gibco-BRL).

3.13. Purificacao dos fragmentos amplificados

Apos a amplificacdo e checagem, os produtos foranfigados, para retirada de
excesso de primers, pelo método PEG (Neisseria MLST home page,
http://pubmlst.org/neisseria/mist-info/nmeningitpts.shtml), que consiste de: transferir o
conteudo dos tubos de PCR para tubos de 1,5 rolpadr e misturar 60 ul de PEG 8000/
2,5M NaCl. Incubar por 15 minutos a°87e, apds esse tempo, centrifugar na velocidade
maxima por 10 minutos e descartar o sobrenadanteocauxilio de uma pipeta. Adicionar
500 pl de etanol 70% e centrifugar novamente naciddde maxima por 5 minutos, apés

descartar o sobrenadante e secar no termobloco®@ P6r 2-4 minutos. E entdo
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ressuspender em 30 pl de agua. MantéiCap#r dois dias para suspensdo completa e em

seguida armazenar a g0

3.14. Sequenciamento de DNA

A reacdo do PCR para o sequenciamento foi realitizando-se BigDye®
TerminatorSequencing Standard Version 1.1 (Applied Biosysjefara um volume de
10pl (uma reacéo) foram usados 0,5 pl do BigDye®;d de tampéo para diluicdo 5X
(Applied Biosystems); 0,55 pl do primer (3,2 pmdol/g 7,45 ul de produto amplificado
purificado. As condicdes da reacdo foram as segmin®6C por 10 segundos
(desnaturacédo), 80 por 5 segundos para anelamento plosers, 60°C por 4 minutos

para extensdao, totalizando 40 ciclos.

3.15. Precipitacao dos produtos para sequenciamento

Os produtos da reacédo PCR-BigDye foram precipitados a adicdo de 30ul de
isopropanol 75%. Apos 15 minutos de incubacéo péeatura ambiente, essa mistura era
centrifugada a 4000 rpm por 45 minutos 4200 sobrenadante era desprezado e era
adicionado a cada poco da placa 50 ul de etano] @&26eita uma agitacdo e apds a placa
era centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos €20pos esta placa era invertida em papel
toalha para a retirada do sobrenadante e subnsgegdaagem em um bloco quente por 10
minutos a 68C. Pode ser armazenada a°@@ quando o sequenciamento era realizado,
cada poco da placa era eluido com 10 pl de formmaghds era colocada no
termociclador por 3 minutos a @ para desnaturacédo das fitas e depois rapidamente
gelo até ser colocada no sequenciador autométi¢d®A8m 3100 (Applied Biosystems).

3.16. Andlise das seqliéncias obtidas

As sequéncias obtidas foram visualizadas no pragr&momas Lite 2.01, que
permite a visualizacdo de arquivos dos cromatogsar(@raficos) gerados pelo

sequenciador automatico da Applied Biosystems.

A sequUéncia encontrada para cada isolado era cadgafalinhada) com a

sequéncia ddlycobacterium tuberculosis H37Rv, utilizando-se os programas BLAST
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(Basic Local Alignment Search Tool) (NCBI/Blast)egalinha a sequiéncia fornecida com
sequéncias depositadas no GenBank ou era utlizadprograma ClustalW para

alinhamento da sequéncia fornecida com uma sedgiipadréo.

Para a analise das sequéncias também foram usadm®gramas PREGAP4 e
GAP4 do pacote STADEN. Estes programas possibildaiinhamento das seqténcias e a
visualizacdo dos possiveis locais de mutacdo, alémexcluir as regides contendo
sequéncias que ndo tenham boa qualidade e formecealor de qualidade para cada base
presente no eletroferograma (valor de phred). ©rvalinimo de phred foi de 20 para a
sequencia ser considerada de boa qualidade. A8rsggs geradas no sequenciador foram
comparadas com as sequéncias da cepa padrét tiderculosis H37Rv (nimero de
acesso no GenBank L08011 para o ggiske e X52917 para o gemnes).

3.17. Andlise Estatistica
Para analise dos resultados foi utilizado o progr&mSS versédo 13.

Para a verificacdo da diferenca entre a presengaséncia de inibidor e essa
relacdo com as mutacdes encontradas, seria utiliaagnalise da variancia (ANOVA),
Porém a amostra ndo foi coletada aleatoriamante, wen que foi dado preferéncia para
isolados caracterizados como resistentes pelo mélad proporgdes. Sendo assim, 0s
dados ndo apresentavam distribuicAo normal, e maaesejava transforma-los, foi

realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

Este teste serve para comparar duas ou mais popslgganto a tendéncia central
dos dados. Um valor estatisticamente significathdy indica quais grupos diferem, para
ser identificada essa diferenca deve ser realipati@ teste. Neste caso foi escolhido o

teste de Qui-Quadrado, onde os tratamentos forstawies dois a dois.

3.18. Genotipagem dos isolados

Todos os isolados que apresentaram as mesmagaésrgendmicas foram

tipificados pelas técnicas de spoligotyping e DRERP
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3.18.1. Spoligotyping

A técnica foi realizada conforme padronizado pami€rbeelet al (1997) e esta

descrita nas etapas a segquir:

3.18.1.1Primers:

Os primers DRa e DRb anelam nas extremidades da sequUénciavi€dRdo

amplificar as sequéncias espacadoras entre dusig R&nerbeekt al, 1997).
DRa: ( 5’biotinilado) 5 GGTTTTGGGTCTGACGAC 3

DRb: 5" CCGAGAGGGGACGGAR 3’

3.18.1.2. Reacao de amplificacao

As reacOes foram realizadas com aproximadamerttende DNA, 20 pmol de
cada um dogprimers, 200 uM de desoxiribonucleosideos trifosfato {rogen), 10 mM
Tris-HCI (pH 8,3), 50mM KCI, 3,0 mM MgG] 2,5 U deTag DNA Polimerase
(invitrogen). As amplificacdes pela PCR foram readias em um termociclador ( Mini
Cycler — MJ Reasearch) sob as seguintes conditdgisto a 96C por 3 min, 20 ciclos a

96°C por 1 min, 58C por 1 min, 72C por 30 seg e um ciclo final a°@por 5 min.

3.18.1.3. Hibridizagao dos produtos da PCR e Deteug

Os produtos amplificados foram hibridizados com wuonjunto de 43
oligonucleotideos imobilizados em uma membrana coiaepreviamente preparada, cada
um correspondendo a uma das sequéncias Unicasspasadores dentro do l6cus DR
(Isogen, bioscience BV, Holanda).

Para hibridizacéo, 40 pl dos produtos da PCR faténidos em 140 ul de SSPE
2X (0,02 M NaHPQO, * 2 H,O, 0,36 M NaCl, 2mM EDTA — pH 7,4) — SDS 1% e
desnaturados. As amostras diluidas foram aplicawhasanais paralelos de ummiblotter
(Isogen, BioscienceBV, Holanda), de modo que femsperpendiculares as linhas de
oligonucleotideos previamente imobilizados. A hdiracao foi realizada por 60 min a

60°C em forno giratério (Hybaid Instruments, Holbrodky), e a membrana foi lavada 2
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vezes em 250 ml de SSPE 2X SDS 0,5% por 10 mif@ &m seguida foi incubada com
um conjugado de estreptavidina-peroxidase diluiti@000) por 50 min a 4. A
membrana foi lavada 2 vezes com 250 ml SSPE 2X @b% por 10 min a 42 e 2

vezes com 250 ml SSPE 2X por 5 min a temperatalaente.

A deteccao foi realizada pela sensibilizacdo defilme auto-radiogréafico através
de uma reacao de quimioluminescéncia, utilizandatd&CL™(Amersham Biosciences,

Inglaterra).

3.18.2. DRE-PCR

A técnica foi baseada naquela descrita por Friadetnal (1995), com algumas

modificacdes (Cafrune, 2003).

3.18.2.1Primers;

Os primers Risl e Ris2 anelam nas extremidades direita e eedagu
respectivamente dis6110. Osprimers Pntbl e Pntb2 anelam nas extremidades direita e

esquerda, respsctivamente, do PGRS conforme deporitrriedmaret al, 1995.

Ris 1- 5 GGCTGAGGTCTCAGATCAG
Ris 2- 5" ACCCCATCCTTTCCAAGAAC
Pntbl- 5 CCGTTGCCGTACAGCTG

Pntb2- 5 CCTAGCCGAACCCCTTG

3.18.2.2. Reagédo de amplificacao

As reacOes foram realizadas com 150 ng de DNA, 80l gle cada um dos 4
primers, 200 UM de desoxiribonucleosideos trifosfato (ithmgen™ Life technologies),
10mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 3,0 mM Mggl2,5U de Taqg DNA Polimerase
recombinante (Invitrogen™ Life technologies) e DM&%. As amplificagbes pela PCR

foram realizadas em um termociclador (Mini Cyclétd Research) sob as seguintes

50



condicdes: 1 ciclo a 9€ por 10 min, 35 ciclos a 88 por 1 min, 56C por 2 min, 72C
por 2 min e 1 ciclo final a 72 por 7 min.

3.18.2.3.Deteccéo dos fragmentos amplificados po€R

Apbs uma eletroforese de 40 min a 40 volts e 2[8 enin a 100 volts, os
fragmentos foram visualizados em gel de agarosec@fados com brometo de etideo, sob
iluminacéo ultravioleta. O marcador de tamanho o utilizado foi o 100 pb ladder

(Invitrogen™ Life technologies).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil de susceptibilidade dos isolados dé. tuberculosis:

Para este trabalho foram selecionados inicialm@dtesolados dé. tuberculosis
resistentes e sensiveis a estreptomicina pelo métasl propor¢des. Um isolado teve seu
cultivo contaminado e foi retirado do estudo. D@ i%olados estudados, 57 foram
caracterizados como resistentes pelo método dgsongfies, 17 foram considerados
sensiveis e em 5 isolados nao foi determinado @eHil de resisténcia pelo método das

proporgdes. A tabela 5 mostra a distribuicdo déilgky susceptibilidade desses isolados.

Tabela 5: Perfil de susceptibilidade dos isoladoggundo o método das proporc¢oes.

Susceptibilidade NuUmero de isolados
Resistentes a SMR 57
Sensiveis a SMR 17
N&o determinado 5
TOTAL 79

4.2. Determinacao da Concentracdo Minima Inibitériag(CMI)

A Concentracdo Minima Inibitéria foi realizada coan diluicdo seriada de
estreptomicina em diferentes concentracbes (250; 82, 31; 15; 8; 4; 2; 1, 0,5 e 0,25
ng/ml) a trés diferentes meios de cultura (7H9),dales era somente o proprio meio de
cultura 7H9, outro era 7H9 + verapamil (inibidor glstema de efluxo) e outro era 7H9 +
CCCP (inibidor do sistema de efluxo). Foram en@us isolados resistentes e sensiveis a
todos os valores testados pela CMI, esses valor@mntados na CMI para os isolados
guando se utilizou apenas a estreptomicina juntomsso de cultura podem ser

visualizados na tabela 6.
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Tabela 6: Resultados da CMI somente na presenca deio 7H9. CMI> 8 ug/ml =
isolado resistente a estreptomicina.

Método ConcentracOes de estreptomicina em pg/mi
Propor¢bes >250 125 62 31 15 8 4 2 1 05 0,25

57 resistentes 26 2 3 3 2 6 4 9 1 1

17 sensiveis 2 3 4 4 1 3

5 ND 1 1 2 1

TOTAL 26 2 3 3 4 9 9 14 4 1 4

De acordo com a CMI, 47 isolados foram considesadsistentes a estreptomicina
e 32 foram considerados sensiveis.

Com o resultado desses dois tipos de teste debselale foi possivel a
comparacao entre eles. Pode-se notar que dos latlasoque foram considerados
sensiveis pelo método das proporcdes, cinco foransiderados resistentes pela CMI
(CMI >8 pg/ml), todos os outros isolados (12) apresemtassultados concordantes nos
dois testes. Cabe ressaltar que os isolados ceréralih a CMI entre os dois testes ficaram
perto dos valores que separam os resistentes asiveis.

Dos 57 isolados considerados resistentes pelo mélad proporcdes, 42 deles
também foram considerados resistentes pela CMI g&5ogestantes considerados como
sensiveis pelo CMI. Quando sequenciados, ndo apaeam mutacdes nos gemngslL e
rrs, indicando que possivelmente, neste caso, a Cicon o perfil de susceptibilidade
mais confiavel do que o método das proporcdesléatie Cabe ressaltar que ndo se pode
excluir a possibilidade de ter havido algum engaaooteste das proporcdes ou que ele

tenha sido mal executado.
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Tabela 7: Resultados do método das proporg6es, CMI sequenciamento dos isolados
discordantes entre 0 método das propor¢cBes e a CMR=resistente a estreptomicina e CMI
>8 pg/ml = isolado resistente a estreptomicina.

Isolados* Método proporcdes CMI (ug/ml)
3 R 4
1001 R 4
F516 R 4
MA20 R 4
MA4 R 2
1097 R 2
MA16 R 2
F507 R 2
F514 R 2
RS-70484-LA R 2
RS-80034-SP R 2
RS-80360-LA R 2
RS-00059-LA R 2
20 R 1
F510 R 0,5

*todos esses isolados quando sequienciados ndo apnégram mutagoes.

Todos os isolados que nédo tiveram seu perfil destéexia determinado
anteriormente a este estudo pelo método das pigmrapresentaram-se sensiveis a
estreptomicina pela CMI.

A concordancia entre os testes foi de 73%, foralaados 74 isolados (os isolados
que ndo tiveram o seu perfil de susceptibilidadtatko para 0 método das proporcdes
foram excluidos). Para este calculo foram incluidpenas os 42 isolados que eram
resistentes nos dois métodos e os 12 isoladosayam fconsiderados sensiveis nos dois
métodos.

Em outro estudo, Montoret al (2005) colocam a concordancia geral entre o teste
REMA e o método das proporcdes, para as drogapestnicina, etambutol, isoniazida e
rifampicina, como sendo de 88,2%. Para Palomeinal (2002) a concordancia entre os
dois métodos para as drogas rifampicina e isoraagidde 99%. Ao testar drogas de
segunda linha Martit al (2003) encontrou completa concordancia entre sglteglos

para monosulfato de kanamicina, agmma-aminosalicilico e ofloxacin, e de 150 isolados
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analisados encontrou 1 discordante para ethionami@aresultados discordante para o

sulfato de capreomicina.

Quando foram acrescentados separadamente os mebido sistema de efluxo
(verapamil e CCCP) ao meio de cultura obtem-sesdtados apresentados na tabela 8.

Tabela 8 - Isolados que diminuiram a CMI na preser& de inibidor. SM=

estreptomicina, SM/ver=estreptomicina + verapamil &M/CCCP= estreptomicina + CCCP.

CMI (ug/ml)
isolados SM SM/ver SM/CCCP
RS-80045-SP >250 125 >250
43 >250 62,5 125
RS-00043-LA >250 62,5 >250
RS-344 250 62,5 250
F518 >250 62,5 >250
F513 >250 62,5 >250
RS-90037-SP 31,25 8 31,25
MA17 15,6 2 15,6
RS-350 31,5 8 15,6
RS-00004-SP 62,5 8 62,5
F506 31,25 8 31,25
MA7 15,6 2 15,6
MA11l 8 2 8
03093-SP 8 2 2
F517 8 1 4
3 4 <0,25 1
MA20 4 1 4
MAS 4 1 4
MA13 4 1 4
RS-80360-LA 2 0,5 2
MA4 2 0,5 2
MA16 2 0,5 2
F514 2 0,5 0,5
20 1 <0,25 1
Isolados com diferenca de apenas 1 diluicdo
CMI (ug/ml)
isolados SM SM/ver SM/CCCP
F521 62,5 31,25 62,5
RS-80014-SM 62,5 62,5 31,25
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F505 15,6 8 15,6
5312 15,6 8 15,6
41071 4 2 2
5056 2 1 1
58 8 8 4
MAS8 8 4 4
F519 8 4 8
1001 4 2 4
5338 4 2 4
RS-80034-SP 2 1 2
RS-00059-LA 2 1 2
MAG 1 0,5 1

Dos 79 isolados, 38 (48%) diminuiram a CMI na @nea de inibidores do sistema
de efluxo e em 41 (52%) isolados ndo houve difexeargre os trés tipos de tratamento
(somente meio de cultura, meio de cultura com \amée meio de cultura com CCCP). A
visualizacdo de todos os resultados, inclusive idokdos que ndo tiveram nenhuma
alteracéo de CMI na presenca dos inibidores, ped&ga no anexo 1.

Pode-se notar que dos 38 isolados que diminuira®@Ma na presenca de
inibidores, em vinte e quatro deles existe umarelifga significante entre os tratamentos
(com e sem inibidor), devido a diminuicdo da CMI doas ou mais casas de diluicéo,
logo, pode-se inferir que as bombas de efluxo, doianibidas por verapamil ou CCCP,
tornaram o isolado em questdo mais sensivel go&stnecina.

J& em quatorze isolados, a diminuicdo de CMI onoem apenas uma casa de
diluicdo, isso poderia ser uma variagao experinieltdeste utilizado ou realmente essas

bombas estariam agindo fracamente.

Cabe ressaltar que os diferentes inibidores utiigacausam diminui¢cdes distintas
na CMI. Pode-se observar que a presenca do inibiel@pamil é capaz de causar uma

diminuicdo da CMI maior do que o CCCP.

Isso reflete o diferente mecanismo de acdo dessescdmpostos, o CCCP atua
desacoplando o gradiente de prétons, logo, opererse sobre as bombas de efluxo
movidas pela for¢ca do proton-motor (Diaz, 2003)quamto que o inibidor verapamil por
outro lado atua bloqueando o efluxo por inibir cansportadores de drogas em geral

(Banerjeeet al, 1996).
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4.3. Padronizacao das condi¢bes de amplificacdo p@CR para os genespsL e rrs

Para que o sequenciamento possa ser realizadoedsaga uma amplificacao
inicial do fragmento de interesse. Para isso, fousadlos oprimers rpsLle rpsL2 para
amplificar uma regido interna com 306 pares desdsegen&psL e os primers rrs530-1 e
rrs530-2 e rrs912-1 rrs912-2 para amplificar doagiinentos do genes, ambos gerando
um fragmento de 238 pares de bases (figura 6).

306 238pb  238pb

rsL rrs530 rrs912

Figura 6: Gel de agarose 1,5% mostrando o tamanhaod fragmentos que sdo amplificados na
PCR. Na Z canaleta encontra-se o marcador de peso moleculde 100pb, na 2 encontra-se a
amplificacdo do genepsL, na 3 e na 4 do generrs.

A reacdo de amplificacdo da PCR foi inicialmentdizada segundo Brzostekal
(2004), onde a reacao de amplificacdo da PCR drdaokegundo o seguinte protocolo:
desnaturacao inicial a 92 por 2 min, 35 ciclos de 83 por 1 min, 68C por 1 min, 72C
por 1 min e uma extensao final de’@2or 10 min. As condi¢bes da PCR foram sendo
testadas de varias maneiras até a obtencao dednsmpnfortes, mas sem a presenca de

bandas inespecificas.
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Para isso foi necessario o aumento da temperatu@nélamento, que por fim,
ficou em 64C (inicialmente era 6C) e ocorreu também a diminuicdo da concentracdo de
MgCl, na reacdo da PCR, inicialmente foi testado comNM8 enessa quantidade foi
diminuida posteriormente para 1,5 mM de Mg@dra o genepsL e 2,0 mM de MgGl
para o geners.

4.4. Andlises das sequéncias

Regides definidas dos genes relacionados comstémsa a estreptomicinapél
e rrs) de todos os isolados foram seqienciadas. Quaeetri@s isolados apresentaram
mutacdes de troca de bases nesses genes e 36ssadadapresentaram mutacdes (Tabela
9). Todas as mutacdes encontradas tinham o valghded acima de 20, ou seja, a
qualidade da sequéncia onde as mutacdes foranifickads era boa. Na figura 7 podem
ser visualizados dois isolados, um deles apresantautacdo mais encontrada neste
trabalho (c6don 43 do gengsl) e outro apresenta o gene selvagem.

Tabela 9: As mutacfes encontradas nos gengsL e rrs e nimero de isolados que
possuem essas mutacdes. * olhar tabela 10

Numero de isolados Mutacao

19 43 (AAG-AGG) K-R

88 (AAG—CAG) K—Q e 491G T

(mutacao silenciosa) 81 (CTG- TTG) L- L e 905A5

516 G- T

513 A-C

513 AT

426 G-> C

muitas mutacdes*

muitas mutacOes/461-€T*

KiR|o|k| P www s

Sem mutagoes
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_ Eas .-“
Isolado com mutacdo no cédon 43 (AGG)

s
Isolado com cédon 43 selvagem (AAG)

Figura 7 - Comparacéao entre isolado com mutacdo rmdon 43 do genepsL
e outro sem essa mutagao.

De todos os isolados com mutacdes, 19 deles pmssuim Unica mutacao
exclusivamente no gen@sL e todos esses possuiam mutacdo no cédon 43.eaqixle a
troca de AAG — AGG, trocando o aminoacido lising @¢€lo aminoacido arginina (R).
Oito isolados apresentaram uma Unica mutacaorgnessas mutacdes eram as seguintes:
516 C—~ T, 513 A—> C, 513 A>T e 426 G-~ C; sete isolados apresentaram uma mutacao
emrpsL e também uma enrs, as mutagfes eram as seguintgglon 88 do gengpsL,
onde existe a troca de AAG - CAG, trocando o antitmélisina (K) pelo aminoacido
glutamina (Q), e no codon 491 do geng trocando o nucleotideo-€T; e uma mutacao
silenciosa no coédon 81, causando a troca de CTGEéstrocar o aminoacido Leucina
(L) e 905 A— G do geners e nove isolados tiveram muitas mutagoes.

Nesses nove isolados com diversas mutacdes, g gesuiam 21 mutagdes no
generpsL com a troca de somente 2 aminoacidos, logo 1%g¢des encontradas nesse
isolado sdo silenciosas. Outro isolado possuia BPages e também a troca de 2

aminoacidos iguais aos do primeiro grupo. Outrdathm possuia 14 mutagBes no gene
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rpsL e uma no geners, sendo que somente uma mutacao no gesiecausava alteracéo
de aminoacido, as outras 13 mutagfes eram sil@sci&ssas mutagdes encontram-se na
Tabela 10.

Tabela 10: Mutag8es encontradas em isolados quegsoiiam varias mutacgoes.
Mutacbes em vermelho s&o as que acarretam a troca aminoacido.

Isolados
5312, 41071, 41075,
4809, 41069, 41097, 124 5056
5029
*Mutacgbes encontradas empsL: cédon, aminoacidos
12 CGT-CGC R-R 12 CGT-CGC R-R
13 CGG-CGC R-R
16 ATC-GTC |-V 16 ATC-GTC |-V
17 AGT-GCC S-A 17 AGT-GCC S-A
17 AGT-GGC S-G
23 GCT-GCC A-A 23 GCT-GCC A-A
24 CTG-CTC L-L 24 CTG-CTC L-L
30 CGT-CGC R-R 30 CGT-CGC R-R 30 CGT-CGC R-R
32 GGT-GGC G-G 32 GGT-GGC G-G 32 GGT-GGC G-G
41 ACT-ACC T-T 41 ACT-ACC T-T 41 ACT-ACC T-T
47 TCG-TCC S-S
48 GCG-GCT A-A
52 GTT-GTC V-V 52 GTT-GTC V-V 52 GTT-GTC V-V
53 GCC-GCT A-A
57 TTG-CTG L-L 57 TTG-CTG L-L 57 TTG-CTG L-L
59 AGT-AGC S-S 59 AGT-AGC S-S 59 AGT-AGC S-S
61 GTC-GTT V-V 61 GTC-GTT V-V
63 GTC-GTG V-V
64 ACG-ACC T-T 64 ACG-ACC T-T
65 GCG-GCC A-A 65 GCG-GCC A-A 65 GCG-GCC A-A
67 ATT-ATC I-I 67 ATT-ATC I-I
71 GGC-GGA G-G
78 TCG-TCC S-S
83 CGC-CGT R-R 83 CGC-CGT R-R

84 GGC-GGT G-G

85 GGC-GGT G-G

86 CGG-CGT R-R

91 CCT-CCC P-P 91 CCT-CCC P-P 91 CCT-CCC P-P

93 GTG-GTC V-V

94 CGC-CGG R-R 94 CGC-CGG R-R 94 CGC-CGG R-R
rrs461 C-»T
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Os isolados que possuem inumeras mutacdes no igehe poderiam ter,
primariamente, mutacdes nos gemast. Esses genes sdo envolvidos no reparo de
mutacdes no DNA e quando alterados resultam emuunesto na freqiiéncia de mutacoes
(Radet al, 2003).

4.5. Frequéncia de mutacdes

A frequéncia de todas as mutacdes encontradasesatio pode ser vista na tabela
11.

Tabela 11: Freqiéncia das mutacdes encontradas nstedo. * olhar tabela 10

Mutacdo encontrada Numero de isolados( frequércrautacao)
43 (AAG-AGG) K-R 19 (44%)
88 (AAG-CAG) K-Q e 491 C-T 4 (9%)
81 (CTG-TTG) L-L e 905 A- G 3 (6,9%)
516 C->T 3 (6,9%)
513A-C 3 (6,9%)
513 A>T 1 (2%)
426 G- C 1 (2%)
Muitas mutagbes* 8 (18,6%)
muitas mutacfes/461-CT* 1 (2%)
TOTAL 43 (100%)

As mutacdes nos codons 43 e 88 sdo descritas ptwsnawtores como sendo as
mutacdes mais comuns. Fukuetaal (1999) encontraram 78% dos isolados resistentes a
estreptomicina com mutacao nesse gene e em 22¥safados foi identificada a mutacao
no codon 88. No trabalho de Sreevateaal (1996) 54% dos isolados resistentes tinham
mutacdo no codon 43 ou no 88. Um outro estudozesddi por Brzostelet al (2003)
chegou a conclusdo que a mutacdo mais frequentateada era a mutacdo no cédon 43
(30,7%) e em segundo lugar estava a mutacdo na@aglo

Sreevatsamt al (1996) encontraram um isolado que possuia mutagamwdon 43
do generpsL e também na posicdo 798 dorrs. Meieret al (1996) descobriram um
outro isolado que possuia mutacdo no cdédon 88 dergeL e na posicdo 904 AG no
generrs. Nesse estudo ocorreu 0 mesmo fato de cepas gseipm mutacdes tanto em
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rpsL quanto enrrs, como os isolados que tinham mutagdes em: 88 AATAG - K—-Q

e 491 G- T e também os que possuiam mutagbes em 81 (CTG5)L- L e 905 A~

G. Nesses isolados poderia estar ocorrendo umacéwizompensatoria, restaurando o
fitness da bactéria.

A mutagdo na posicdo 905-AG, ainda nao havia sido descrita, somente as
mutagdes ao seu redor, 904-& e 906 A-C, haviam sido descritas por Sreevatdaal
(1996). As mutacdes 513-AT ja haviam sido encontradas em outros isolados por
Sreevatsarmt al (1996) e Tracevskeat al (2004), este ultimo também ja havia descrito a
mutacdo na posicdo 516—€. A mutacdo em 461 -GT j& havia sido descrita por
Brzostek et al (2004), e as mutagcbes 426>TGe 491 G-T foram descritas por
Ramaswamy et al (2004). E a mutacao silencios&€8G{TTG) L-L ainda ndo havia sido
descrita.

Sobre os isolados que apresentam multiplas mutad@ieestek et al (2004)
também encontraram dois isolados (classificadosogeentencentes a familia Beijing) que
possuiam multiplas mutacfes nos gamsk e rrs. Segundo o0s autores, as seis mutagcdes
encontradas no gene que codifica o rRNA 16S) (eram localizados a jusante e a
montante doloop 530 e provavelmente essas mutacdes representeracOoes
polimorficas. O mesmo isolado possuia ainda 18 gdetasilenciosas e seis substituicoes
de aminoacidos no genmesL. O outro isolado possuia 16 mutacdes silenciosagene
rpsL.

Nos isolados aqui descritos existe, na grande maioutacdes silenciosas e trés
mutacdes com troca de aminoacidos que ainda ndanhaido descritas. No cédon 16
existe a troca de ATC-GTC, trocando o aminoacidteigcina (l) pelo aminoéacido valina
(V) e no cddon 17 onde existe a troca de AGT-G@icando o aminoacido serina (S) por

alanina (A) e atroca de AGT-GGC, trocando o antwAserina (S) por glicina (G).

Quando analisamos o gene mutado como um todo,msportar a mutacdo (tabela
12), temos a frequéncia de mutacdo somente norgenele 63% e de mutacdes somente
no generrs em 18,6% dos isolados, os dois genes mutados seaneepa perfazem
18,6%. Esses dados encontrados vém de encontigeamutyos autores ja conhecem, onde
alteragbes no gempsL s&o detectadas em 52-61% dos isolados e mutapdgenerrs
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sdo observadas em 8-24% dos isolados (Traveskh 2004; Sreevatsad al, 1996;
Morris et al, 1995; Heynet al, 1994; Finkeret al, 1993).

Tabela 12: Frequéncia de mutacdo encontrada quandse analisa 0 gene.

Gene mutado Nuamero de isolados
rpsL 27 (63%)
Rrs 8 (18,6%)
rpsL errs 8 (18,6%)
TOTAL 43

4.6. Genotipagem

Os isolados que apresentaram as mesmas mutagiabént os nove isolados que
apresentaram muitas mutacdes foram analisadas yms técnicas de genotipagem,
spoligotyping e DRE-PCR, a fim de verificar a possivel existéradg agrupacdes clonais
entre as amostras. As fotos tanto da membrarsadiigotyping, quanto dos géis do DRE-
PCR encontram-se no anexo 2. Na tabela 13 encosgamgrupados os resultados destes

testes de genotipagem.
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Tabela 13: Grupos formados pelas técnicas de gerfdigem. * olhar tabela 10

Sequenciamento Grupos cepas
7 RS-355 F509
Grupo A 71 02053-C F515
F508 F522
43 (AAG — AGG) K-R Grupo B MA9 MA12
MA10 F524 1115
N&o agrupados MA14 F525 F523
RS-90245-LA F512 RS-80045-SP
88 (AAG-CAG) K-Q Grupo C 43 RS-344 F521
e 491 G-T RS-00043-LA
81 (CTG-TTG) L-L Grupo D 0005-SM 17 00010-B
e 905 A-G
516 G-> T Grupo E F520 F513 F518
513A-C N&o agrupadoskRS-80014-SM MAL17 RS-90037-SP
5312 41071 41097
Grupo F 41075 5029 41069
muitas mutagbes* 4809

N&o agrupado 124/93

muitas mutacgoes/

461 C-T* Nao agrupado 5056

N&o foi possivel fazer o spoligotyping de algurdados com muitas mutacdes.
Eles provavelmente possuam alguma diferenca (meinmiero de copias ou até mesmo
mutacdes) na regido onde @smers anelam ou amplificam, ja que a amplificacdo dessa
regido fica fraca e gpoligotyping de algumas amostras tornar-se de dificil visugdiaa
Mesmo assim, o DRE-PCR foi feito e nele pode-selendiar claramente os grupos
formados, vide anexo 2.

Ao todo foram formados seis grupos pelas técnieasgehotipagem. Dos 19
isolados com mutag¢do no codon 43 do ggsk havia, segundo o spoligotyping e o DRE-
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PCR, a formagédo de um grupo com oito isolados euwtmo grupo com dois isolados, 0s
outros isolados n&o sao classificados como semacarados segundo os testes. Portanto,
teriamos 11 isolados geneticamente distintos (s mutacao.

Quatro isolados que apresentam a mutacédo no c@ldo §enepsL e na posicao
491 do geners foram classificados como pertencentes a um umigpogpelas técnicas de
genotipagem; o0 mesmo ocorreu com os isolados comugacoes 81 (CTG-TTG) L-L e
905 A- G e 516 & T, onde as técnicas dpoligotyping e o DRE-PCR mostraram haver
apenas um grupo entre os isolados possuidoresedmanmutacéo, logo, classificaram
esses isolados como sendo clones. Uma possivepreticdo para a existéncia e
distribuicdo desses clones nas cepas resistergeseptomicina seria que pacientes que
possuem cepas resistentes a drogas sdo maissddaserem curados e, logo, contaminam
mais pessoadruuneret al, 2001)

Para os isolados que apresentaram muitas mutagas;nicas dgpoligotyping e
DRE-PCR repartiram 0s nove isolados em um grupo set® isolados que possuiam as
mesmas mutacdes identificadas pelo sequenciamerdois isolados ficaram separados,
nao formando nenhum grupo, esses também foramdesadbs geneticamente distintos

pelo sequenciamento.

4.7. Comparacéo entre Concentracdo Minima Inibitora e mutacdes

O principal objetivo deste trabalho foi compara M| em condicdes de diferentes
tratamentos (presenca e auséncia de inibicdo tiomsisde efluxo) e os resultados obtidos
com o sequenciamento de regides dos gepekse rrs relacionados com a resisténcia a
estreptomicina. Na tabela apresentada no anexodhtam-se todos os isolados com seus

valores de CMI e os dados do seqienciamento.

4.7.1. CMI e a presenca ou auséncia de mutacdoes

Sabe-se que as alteracdes genéticas em genesaalf@rchacosrpsL e rrs, no
caso da estreptomicina) causam resisténcia as dradguirida peloM. tuberculosis.
Foram encontrados neste trabalho 43 isolados cotacam emrpsL ou emrrs ou em

ambos 0s genes. Todos os isolados com até duasdesitalentificadas, ao todo sédo 34
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isolados, sao considerados resistentes pela CMsteEgntre os isolados com mutacdes
identificadas um grupo que possui muitas mutacdestodo sao 9 isolados, e destes 3
apresentam um baixo nivel de resisténcia a estregitta e 6 isolados sdo considerados

sensiveis pelo CMI.

Existem isolados com uma taxa elevada de mutaggon&sea, apresentando
inimeras mutacgdes, e sendo considerados sensivegsrouma resisténcia em baixo nivel
a estreptomicina pelo CMI (tabela 14) e sem sessiflaados como sendo da familia

Beijing, segundo a técnica dgoligotyping (ver anexo 2).

Tabela 14: CMI dos isolados com muitas mutacdes. SMestreptomicina; ver=

verapamil. * ver tabela 10

C M I sequenciamento
isolados SM SM/ver SM/CCCP
41075 8 8 8 muitas mutacoes*
4809 8 8 8 muitas mutagbes*
41097 4 4 4 muitas mutacoes*
5029 2 2 2 muitas mutagbes*
41069 2 2 2 muitas mutagbes*
124/93 2 2 2 muitas mutacoes*
5312 15,6 8 15,6 muitas mutagbes*
41071 4 2 2 muitas mutacoes*
5056 2 1 1 muitas mutagcbes/46H-C*

Esses isolados que apresentam inimeras mutacOésradocapazes de tornarem-
se altamente resistentes as drogas. Eles apresardasua maioria, mutacdes silenciosas:
de 19 -22 mutacdes no genmsL e apenas duas delas provocam troca de aminoaeido
cadeia polipeptidica, em outro isolado de 14 m@s@penas 1 troca aminoacido e mais
uma mutag&o ocorre no gems .

A mutacdo no gene's que ocorre na cepa 5056 na posicdo 463TCsegundo
Brzosteket al (2004), provavelmente ndo é associada com a éesiat e sim € um
polimorfismo natural que ndo é responsavel pelatéexia a estreptomicina. Assim como
outro polimorfismo 491 &T, € encontrado em isolados sensiveis a estrept@récnao
provoca resisténcia as drogas (Rasmasweiraly 2004; Victoret al, 2001).
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As mutagdes silenciosas que ocorremresh, podem nao estar envolvidas com a
resisténcia a estreptomicina (Brzosgekl, 2004).

Ja as mutacdes identificadas, que causam a traagaideacido, curiosamente, ndo
estdo entre as mutacdes consideradas por muitoesudomo sendo as mais comuns e
associadas com a alta resisténcia as drogas (cemosacddons 43 e 88), e ainda nao
foram descritas como determinantes da resistéresé&réptomicina.

Werngren & Hoffner (2003) afirmam que um aumento taga de mutacdes
espontaneas ndo € responsavel pela associacamdiipgeBeijing com a resisténcia a
multiplas drogas, ou seja, um aumento na taxa dagdes espontdneas ndo aumenta a
habilidade dos isolados em adquirir resisténcidragas.

Segundo Cartest al (2000) mutacdes em Slipgl) podem levar a um fenoétipo de
hiperacuracia e um fendtipo fraco (frequentemesgealtado de inUmeras mutacdes) leva a
dependéncia a estreptomicina. Nos mutantes depesdda estreptomicina a fasam
(ribossomal ambiguity, esquemas de pareamento alternativos durantenalatdo ou
error-prone) esta extremamente desestabilizada e a estremammode ajudar a
estabilizar essa fase e a restaurar traducao.

Brzosteket al (2004) encontrou dois isolados que possuiam nteidtiputacées nos
genegpsL errs(citado anteriormente) e, provavelmente, segunaator, essas mutacoes
representem variacdes polimorficas e ndo estejaotiaslas com a resisténcia as drogas.

Dentre os isolados resistentes a estreptomicina,giupo em especial merece
atencdo, pois apresenta uma mutacao silenciosaden 81 (CTG — TTG) mantendo o
aminodacido leucina (L). Os isolados que a possu&mrssistentes a estreptomicina, e
todos também tém uma outra mutacdo no ge®05 A— G), e se essa mutacdo sozinha
pode causar resisténcia, torna-se complexa a eaaliaesses isolados. Alguns autores ja
encontraram mutacdes silenciosas em codons do igeshe: Brzostek et al (2004)
encontraram uma mutacdo no codon 98 ( AJATT,; lle—lle) e classificaram esses
isolados como possuindo alto nivel de resisténaateeptomicina; Siddigit al (2002)
acharam uma mutacao no cédon 121 (AAAAG;Lys—Lys) em 8 isolados e também os
consideraram como resistentes a estreptomicinaieZahesse caso, a base molecular

causadora dessa resisténcia possa ser outra.
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Dos 36 isolados sem mutacédo identificados peloesemi@mento, apenas 3 foram
considerados resistentes pela CMI, os outros fa@miderados sensiveis pelo teste.

Méier et al (1996), afirmam que diferentes resultados de Cddls associados a
isolados com alteracdo genética idéntica. Mas messsion, Podemos separar os isolados
em grupos de acordo com o resultado obtido na Gdinénte meio de cultura) e as
mutacdes encontradas nos gemsk e rrs (Coll, 2003, Méiert al, 1996, Tracevsket al,
2004).

Neste trabalho esses elementos puderam ser observed que 19 isolados
possuiam somente mutacéo gosl e seus CMIs eram todos acima de 250ug/ml (valor
maximo testado), com a excec¢ao de um com CMI dad/23. Haviam sete isolados com
mutacdo concomitante nos dois genes, e seus Chiis acima de 250 pg/ml em quatro
isolados, de 250 pg/ml em um, 125 em mais um e2de Bg/m em um isolado. Oito
isolados possuiam mutacdes ers destes 3 possuiam CMIs acima de 250 pg/ml, um
possuiam CMI de 62,5 pg/ml, dois de 31,25 pg/mbis de 15,6 pg/ml. Haviam trés
isolados resistentes a estreptomicina que nao jossmutacdo em nenhum dos genes
sequenciados neste trabalho. Nove isolados possuiaras mutacdes e seis sdo sensiveis
a estreptomicina, sendo trés resistentes em bameh n

Podemos observar a existéncia de trés isoladosngoepossuiam alteracdes
genéticas empsL e rrs (tabela 15), dois deles considerados resisteniesnp&todo das
proporcdes (RS-0004-SP e F506) e todos consideradis$entes pela CMI somente com
meio e estreptomicina.

Nesses isolados, na presenca do CCCP, néo foivabseuma diminuicdo da
resisténcia, mas quando foi adicionado o verapamiheio, a CMI dos isolados diminuiu.
Logo, pode-se inferir que essa substancia estaibindo a acdo de bombas que fazem
extrusao de estreptomicina.

No ensaio sem o inibidor, a bomba de efluxo estasasando a saida da
estreptomicina da célula e possibilitando a baxtéri sobreviver em concentracdes
extracelulares maiores da droga em questéao.

O CCCP atua blogueando somente as bombas de eflox@as pela forca do
préton-motor. Logo, se ele ndo foi capaz de dimirauiresisténcia, possivelmente as

bombas que utilizam a energia do préton-motor (fammMFS, SMR, RND e MATE) néo
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estejam, neste momento, transportando drogas ougd,quelas ndo estejam
superexpressadas nesses isolados. Possivelmesjte sstdo utilizado por essas cepas 0
ATP como doador de energia para a movimentacabatabas de efluxo.

Andlises do genoma dd. tuberculosis e pesquisas de homologia de bombas de
efluxo presentes em outros organismos revelaramresepca de pelo menos 26
transportadores da familia ABC que ocupam uma ptagem significante do genoma

deste organismo (Braibaetal, 2000).

Tabela 15: Isolados sem mutag&o nos gemgsl e rrs porém resistentes a
estreptomicina pela CMI.

C M I
Método
Isolado Proporcbes SM SM/ver SM/cccp sequenciamento
RS-00004-SP R 62,5 8 62,5 sem mutacéao
F506 R 31,25 8 31,25 sem mutacgao
MA7 S 15,6 2 15,6 sem mutagao

Como pode ser visto, em geral, as bombas de eflexdrogas conferem baixos
niveis de resisténcia, em contraste com os altesisnide resisténcia conferidos por
mutacbes em genes que codificam os alvos priméegses agentes. (De Rossi et al.,
2002).

4.7.2. Diminuicdo do efluxo e as mutacdes

Dos 41 isolados que nao diminuiram a CMI na preseéegnibidor, 28 (68%) deles
possuiam mutagdes nos genes caracterizados comasis&ncia a estreptomicina. E 13

(32%) dos isolados ndo possuiam mutacfes nessesBIgenes.

Dos 38 isolados que diminuiram a CMI na presermganibidor, 15 (39%) deles
possuiam mutacdes nos gengst. e rrs e 23 (61%) ndo possuiam mutacdes nesses genes
(tabela 16).
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Tabela 16: Comparacao entre a presenca ou auséndea mutagdes e o resultado da CMI.

Isolados que NAO diminuiram a  Isolados que diminuiram a
CMI na presenca de inibidor ~ CMI na presenca de inibidor

Mutados 28 (68%) 15 (39%)
N&o-mutados 13 (32%) 23 (61%)
Total 41 38

Pode-se observar que a diminuicdo da CMI na pcasaa inibidores do sistema de
efluxo ocorre mais em isolados sem alteracdes igasétGeralmente os isolados com
alteracdes genéticas sao altamente resistentes panécem possuir um mecanismo de
efluxo atuante.

Dos 19 isolados com altos niveis de resisténaapmpssuiam mutacdo no cédon 43
do genepsL apenas 1 diminuiu a CMI na presenca de inibidavegque tinham mutacéo
no cédon 81 (CTG- TTG) L- L e 905-A G, nenhum diminuiu a CMI na presenca desses
inibidores. Ja os que tinham mutacdo em 88 (AAGGLK-Q e 491 & T,513 A-C
e 513 A-T, todos diminuiram a CMI na presenca de inibidores

Lomovskayaet al (1999) descrevem paRseudomonas aeruginosa que a delecao
dos genes que codificam bombas de efluxo aumestaceptibilidade a fluoroquinolonas
até mesmo em isolados contendo mutacdes em genescaplificam alvos das
fluoroquinolonas comgyrAB e parCE e que seria esperado que inibidores de bombas de
efluxo tenham o mesmo efeito.

Na verdade, o fato de possuir essas bombas deoeflonfere a bactéria um
mecanismo intrinseco que favorece a sobrevivémeiara ambiente como, por exemplo, a
presenca de antibidticos e as bactérias capazegpaeexpressar essas bombas de efluxo
poderiam ser selecionadas sem a aquisicdo de naweriah genético. Isso pode estar
ocorrendo com esses isolados sem mutacao nos demesisténcia a estreptomicina, mas
que possuem um mecanismo de efluxo atuante (\adipela diminuicdo da CMI quando
adicionado um inibidor do sistema de efluxo).

E varios autores identificaram que posteriormenssaebactéria conseguiria
sobreviver até que sejam selecionadas mutantesatterac6es moleculares que podem
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determinar niveis de resisténcia clinicamente Saativos. (Webber & Piddock, 2003;
Nikaido, 1998; Martinez & Baquero, 2000). Como paelesido o que ja ocorreu com 0S
isolados que possuem mutacdo e mesmo assim camserreecanismo de efluxo agindo,
esses isolados s6 conseguiram sobreviver e desenvaté ser alcancada e depois
selecionada essa mutacao gracas ao sistema de afuante.

Apds esse evento evolutivo a bactéria continuayia os dois mecanismos que a
ajudam a sobreviver em ambientes com presencatithdtinos. Esse mecanismo pode ser
evidenciado em isolados resistentes e sensiveisecgem alteracdo genética. Como pode
ser evidenciado neste trabalho ao ser adicionadeesmum inibidor de bombas de efluxo.

Corroborando com o que foi anteriormente expostumdvskayaet al (2001)
confirmaram que a inibicdo de bombas de efluxo Rseudomonas aeruginosa pode
significativamente melhorar o desempenho clinice flleroquinolonas. E esperado que a
inibicdo de bombas de efluxo: (i) diminua o nivel eesisténcia intrinseca; (ii) reverta
resisténcia adquirida significativamente; e (iiilmchua a freqiéncia de emergéncia de

mutantes altamente resistentes.

4.7.3. Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foi feito o teste n@anpgirico de Kruskal-Wallis (dados
nao apresentaram distribuicdo normal) para compasatipos de tratamento (somente
meio de cultura, meio+ verapamil e meio + CCCPje€de foi aplicado em trés tipos de
grupos distintos: todos os isolados estudados, rsemes isolados que apresentaram
mutacfes e somente 0s que ndo apresentaram mutestessultimos com o objetivo de
verificar a contribuicdo da presenca ou auséngan#acdes no resultado da diminuicéo
da CMI pelos inibidores do sistema de efluxo.

Todos os testes tiveram significAncia estatistiedof dep< 0,001), conclui-se
entdo que existe diferenca entre os tratamentasnamse sabe quais deles diferem. Entédo
para que as diferencas entre os grupos fossenifickts, os tratamentos foram testados
dois a dois e, para isso, foi realizado o test@uieQuadrado.

Todos os valores dp obtidos foram dep<0,001 (excecdo dos isolados sem
mutacfes no seguinte tratamento: smr x smpe€;005), em todos os testes o vgbor

apresentou significancia estatistica.
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Com isso conclui-se que os inibidores do sistemaflixo (verapamil e CCCP)
realmente causaram uma diminuicdo da CMI identiétéestatisticamente, tanto nos

isolados que possuiam mutacdes quanto Nos ques EEGsUiam.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem ©@mhem pouco melhor o
mecanismo de resisténcia da estreptomicindetaberculosis. Os achados em relacdo ao
sistema de efluxo indicam que ele pode atuar tamtaccepas clinicamente resistentes ou
sensiveis, mutadas ou ndo mutadas e que em tor#8%alos isolados apresentam esse
mecanismo atuante e que ele poderia ser atenuadoacpresenca de um inibidor do
sistema de efluxo.

O uso de inibidores de efluxo, tais como o verapam CCCP, permite uma
avaliacao indireta da relacédo do efluxo com a t@sisa, que mesmo sem identificar as
bombas envolvidas sinaliza para a relacao destamszeo com a resisténcia.

Nesse trabalho foram encontrados isolados resésteat estreptomicina sem
alteragbes nos genes considerados como de resasténde, na presenca de inibidores do
sistema de efluxo a resisténcia foi diminuida, pddeaqui o mecanismo de efluxo ser o
responsavel pela resisténcia.

Este estudo colaborou para caracterizar novas Oegague podem estar
envolvidas na resisténcia a estreptomicina, cormobéan caracterizar mutacdes que
podem néo estar envolvidas nesta resisténcia. B@ssa podendo auxiliar no diagnostico
da resisténcia micobacteriana.

Os achados em relagcéo aos isolados resistentégpt@sicina demonstram que as
mutacdes que ocorrem sdo exclusivamente de trobas#s, como ja havia sido descrito
na literatura. E que existem isolados que possuentasnmutacdes e ndo pertencem a
familia Beijing e apresentam fendtipo de baixa stésicia ou sensibilidade a
estreptomicina. Podemos concluir, com isso, que sempre um aumento na taxa de
mutacdes espontaneas aumenta a habilidade dodas@en adquirir resisténcia as drogas.

Nesse caso, seria interessante continuar essadaip@squisa para avaliar se 0s
isolados que possuem inUmeras mutacfes nos gpsiese rrs também as possuem em
outros genes de resisténcia a outras drogas dakzao tratamento da tuberculose, como,
por exemplo: Isoniazidal@tG, inhA e ndh; Rifampicina e’ poB; Pirazinamida @ncA. Ou
até mesmo sequénciar os gemes, que sao genes envolvidos no reparo de mutagdes no
DNA que quando alterados resultam em um aument@gaéncia de mutacoes.

A continuacdo da linha de pesquisa iniciada nestgatho € importante, pois é

interessante conhecer tambéniitoess desses isolados, principalmente os que possuem
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muitos clones e também dos que possuem alta resest@ estreptomicina, especialmente
quando se fala da mutacdo no cédon 43 onde jéefuriio como aumentadofibness de
outros géneros bacterianos. Bem como, estudarrassgo e identificacdo das bombas de
efluxo que foram caracterizadas indiretamente aqui.

A partir dos resultados deste trabalho pode-sendatemelhor os mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos dvh tuberculosis, sendo o efluxo um deles. Esse
conhecimento pode auxiliar o desenvolvimento deoadarmacos capazes de superar este
mecanismo de resisténcia, atuando como antimiarobper se ou como inibidor da
resisténcia, agindo, desta forma, como um adjuv@rgeantimicrobianos disponiveis.

O monitoramento das alteragdes que ocorrem noades®ldeM. tuberculosis
resistentes € de grande importancia para um lalsarajue segue uma linha de pesquisa
em resisténcia micobacteriana, pois permite avahawos alvos dos farmacos,
consequentemente auxiliando para o desenvolvindmimovos métodos de diagndstico e

no controle da TB.
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7. ANEXOS
ANEXO 1

Tabela com todos os resultados de CMI e seqienctanodtidos no estudo. A
tabela encontra-se dividida entre os isolados goendiram a CMI na presenca de
inibidores do sistema de efluxo e os isolados amile foi observada essa diminuicao.
Legenda: BEL = Bélgica, POA = LACEN-Porto Alegré5R Rio Grande.

Isolados que NAO diminuiram a CMI na presenca de iibidor |

Cepas origem Sm sm/ver sm/cagcp sequenciamento
7 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG ) K-R
1115 POA >250 >250 >250 43 (AAG-AGG) K-R
71 POA >250 >250 >250 43 (AAG-AGG) K-R
MA9 BEL >250 >250 >250 43 (AAG-AGG) K-R
MA10 BEL >250 >250 >250 43 (AAG-AGG) K-R
F515 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
MA14 BEL >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
02053-C POA >250 >250 >25( 43 (AAG-AGG) K-R
RS-90245-LA| POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
RS-355 POA >250 >250 >25( 43 (AAG-AGG) K-R
F508 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
F509 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
F522 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
F523 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
F524 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
F525 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
F512 POA >250 >250 >250 43 (AAG — AGG) K-R
MA12 BEL 125 125 125 43 (AAG-AGG) K-R
0005-SM POA >250 >250 >250 81 (CTG-TTG) L-L e 05 G
00010-B POA >250 >250 >250 81 (CTG-TTG) L-L e 05 G
17 POA 125 125 125 81 (CTG-TTG) L-L e 905-AG
F520 POA >250 >250 >250 516-€T
41075 POA 8 8 8 muitas mutagoes
4809 POA 8 8 8 muitas mutacdes
41097 4 4 4 muitas mutagdes
5029 2 2 2 muitas mutacoes
41069 POA 2 2 2 muitas mutagoes
124/93 RG 2 2 2 muitas mutacoes
F504 POA 8 8 8 sem mutacgao
F516 POA 4 4 4 sem mutagao
4336 POA 2 2 2 sem mutacgao
1097 POA 2 2 2 sem mutagao
RS-70484-LA| POA 2 2 2 sem mutacao
F507 POA 2 2 2 sem mutagao
162 1 1 1 sem mutacao
259/99 1 1 1 sem mutacao
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F510 POA 0,5 0,5 0,5 sem mutacao
137 RG <0,25| <0,25 <0,25 sem mutagao
MA3 BEL <0,25 | <0,25 <0,25 sem mutacao
464/00 <0,25| <0,25 <0,25 sem mutagao
MA15 BEL <0,25 | <0,25 <0,25 sem mutacgao
Isolados que diminuiram a CMI na presenca de inibidr \
cepas sm sm/ver sm/ccecp Sequenciamento
RS-80045-SP| POA >250 125 >250 43 (AAG-AGG) K-R
43 POA >250 62,5 125 88 (AAG-CAG) K-Q e 491-CT
RS-00043-LA| POA >250 62,5 >25( 88 (AAG-CAG) K-Q@14C—> T
RS-344 POA 250 62,5 250 88 (AAG-CAG) K-Q e 490
F521 POA 62,5 31,25 62,5 88 (AAG-CAG) K-Q e 490
F518 POA >250 62,5 >250 516-€T
F513 POA >250 62,5 >250 516-€T
RS-80014-SM| POA 62,5 62,5 31,25 513>AC
RS-90037-SP| POA 31,25 8 31,26 5138
F505 POA 15,6 8 15,6 513-AT
MA17 BEL 15,6 2 15,6 513 A>C
RS-350 POA 31,5 8 15,6 426-6C
5312 POA 15,6 8 15,6 muitas mutacoes*
41071 POA 4 2 2 muitas mutagbes*
5056 POA 2 1 1 muitas mutacdes/46HT*
RS-00004-SP| POA 62,5 8 62,5 sem mutagao
F506 POA 31,25 8 31,25 sem mutacao
MA7 BEL 15,6 2 15,6 sem mutacao
58 POA 8 8 4 sem mutacgao
MAS8 BEL 8 4 4 sem mutacao
MA11l BEL 8 2 8 sem mutacgao
03093-SP POA 8 2 2 sem mutagao
F517 POA 8 1 4 sem mutagao
F519 POA 8 4 8 sem mutagao
1001 POA 4 2 4 sem mutacgao
3 POA 4 <0,25 1 sem mutacao
MA20 BEL 4 1 4 sem mutacao
5338 4 2 4 sem mutacgao
MAS BEL 4 1 4 sem mutacao
MA13 BEL 4 1 4 sem mutacao
RS-80034-SP| POA 2 1 2 sem mutagao
RS-80360-LA| POA 2 0,5 2 sem mutacgao
MA4 BEL 2 0,5 2 sem mutacao
MA16 BEL 2 0,5 2 sem mutacao
RS-00059-LA| POA 2 1 2 sem mutacgao
F514 POA 2 0,5 0,5 sem mutacgao
MAG BEL 1 0,5 1 sem mutacgao
20 POA 1 <0,25 1 sem mutacgao
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ANEXO 2
Genotipagem dos isolados, pelas técnicas de spgligg e DRE-PCR.

Membranas dapoligotyping dos isolados que possuiam as mesmas mutacoesqidos

apresentaram muitas mutacoes.
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S355
0245
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2053C
Al4
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Al12
A10
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809
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1075
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1097

P Hy,Rv

029
24

1069
P bovis
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Géis do DRE-PCR dos isolados que apresentaram mongsrfil nospoligotyping.
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ANEXO 3
Lista dos aminoéacidos e os cédons no codigo genéidaptado de Brucst al, 1997.

A | Ala | Alanina GCA GCC GCG GCU

C | Cys | Cisteina UGC uGuU

D |Asp | Acido Aspartico | GAC GAU

E | Glu | Acido Glutamico | GAA GAG

F Phe | Fenilalanina uucC Uuu

G | Gly | Glicina GGA GGC GGG GGU

H | His | Histidina CAC CAU

I lle Isoleucina AUA AUC AUU

K |Lys | Lisina AAA AAG

L |Leu | Leucina UUA UUG CUA CUC CUG CUU
M | Met | Metionina AUG

N | Asn | Asparagina AAC AAU

P Pro | Prolina CCA CCC CCG ccuU

Q | GIn | Glutamina CAA CAG

R | Arg | Arginina AGA AGG CGA CGC CGG CGU
S Ser | Serina AGC AGU UCA UCC UCG UQgu
T | Thr | Treonina ACA ACC ACG ACU

V |Val |Valina GUA GUC GUG GUU

W | Trp | Triptofano UGG

Y |Tyr | Tirosina UAC UAU




