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Resumo

O efluxo activo e a permeabilidade celular reduzéa consideradas as principais
causas da resisténcia intrinseca micobacteriangesds antimicrobianos. Neste estudo
comparamos a capacidade de extrusdo do brometdidle €tBr), um substrato
universal de bombas de efluxo, pela estirpe sefdalye smegmatis mc?155 com
estirpes mutantes deletadas para LfrA e MspA, ciisiaenente a principal bomba de
efluxo e porina dél. smegmatis, na presenca e auséncia dos inibidores de bongbas d
efluxo (IBEs) verapamil, tioridazina, clorpromazina carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP) e correlacionamos estsgltados com a capacidade destes
IBEs em reduzir a susceptibilidade Mesmegmatis a diversos antibiéticos.

Os resultados obtidos mostram que, na ausénciard#al porina deM. smegmatis,
MspA, a acumulacdo de EtBr diminui e as célulanaorse igualmente mais
resistentes a diversos antibioticos. Quando a ipahcbomba de efluxo dev.
smegmatis, LfrA, é deletada a estirpe mutante apresentanememento na acumulacao
de EtBr e um aumento na susceptibilidade ao E$Bniazida, rifampicina, etambutol e
ciprofloxacina. Na presenca dos IBEs testados, esoepcdo do CCCP, observa-se
uma reducdo da concentracdo minima inibitéria amstreptomicina, rifampicina,
amicacina, ciprofloxacina, claritromicina e eritigma.

Estes resultados colocam em evidéncia que a pMsA é um canal importante
para a entrada de EtBr e antibioticos nas célutpseeo efluxo activo através da bomba
de efluxo LfrA esta envolvido na resisténcia dexbanivel a diversos antibidticos e
EtBr emM. smegmatis.

As metodologias desenvolvidas neste trabalho e esultados obtidos
proporcionaram um contributo para o melhor conhenitm dos dois principais
mecanismos responsaveis pela resisténcia intringecabacteriana a diversos
antimicrobianos, considerada como um importantéofafacilitador da aquisicdo e
estabilizacdo de um patriménio genético que coraudesenvolvimento de resisténcia

de alto nivel em micobactérias.



Abstract

Active efflux systems and reduced cell wall permiggbare considered to be the
main causes of mycobacterial intrinsic resistamcenany antimicrobials. In this study
we have compareM. smegmatis wild-type strain m&155 with mutants for LfrA and
MspA, the main efflux pump and porin bf. smegmatis, respectively, for their ability
to extrude ethidium bromide (EtBr), a known efflpprmp substrate, in the presence or
absence of the efflux pump inhibitors (EPIs) verapathioridazine, chlorpromazine
and carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CC@RYJ correlated these results
with the ability of the EPI to reduce the suscaptibof M. smegmatis to several
antimicrobials.

The results obtained show that, in the absencleofrtajor porin oM. smegmatis,
MspA, the accumulation of EtBr decreased and tlle became equally more resistant
to several antibiotics. When the ma)dr smegmatis efflux pump, LfrA, is deleted the
mutant strain show increased accumulation of Eti8riacreased susceptibility to EtBr,
isoniazid, rifampicin, ethambutol and ciprofloxaciReduction of the minimum
inhibitory concentration for streptomycin, rifampic amikacin, ciprofloxacin,
clarithromycin and erythromycin is observed in giesence of the EPI tested, with the
exception of CCCP.

These results put in evidence that MspA porin isnaportant channel for entrance
of EtBr and antibiotics into the cells and thatiaziefflux via the LfrA efflux pump is
involved in low-level resistance to several antiio® and EtBr irM. smegmatis.

The methodologies developed in this work and theulte obtained provided a
contribution to the knowledge of the two major mewisms responsible for
mycobacteria intrinsic resistance to several aotids, considered an important
facilitator factor to the acquisition and stabitiba of a genetic background for the

development of high-level resistance in mycobaateri
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| - INTRODUCAO

1. Micobacterioses

1.1. Epidemiologia

As Micobacterioses constituem um capitulo impodana patologia infecciosa
humana, na qual se incluem doencas tado antigas aduoizerculose e a lepra (32, 66).
A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa cadnjue acompanha 0s seres
humanos desde a pré-histéria, tendo-se tornadérepie na Europa no séc. XIX, com
a Revolucdo Industrial (66). O agente etioldgicepamsavel por esta infeccdo no
Homem €& oMycobacterium tuberculosis, identificado e descrito em 1882 por Robert
Koch (87).

A partir da década de 40 do século XX, devido aasgos terapéuticos originados
pela descoberta de diversos farmacos com actividawliea oM. tuberculosis, como a
estreptomicina (STR), o acido para-aminosalicil{EAS), a isoniazida (INH) e a
rifampicina (RIF), bem como ao desenvolvimento secbndmico nos paises
industrializados, assistiu-se a uma diminui¢cao @as®s de tuberculose pulmonar (66).
Este declinio das taxas de incidéncia anuais d&dulmse conduziu ao desinteresse no
combate e posterior abandono dos programas deotmmta tuberculose nos paises
industrializados (39).

Entre 1985 e 1993, assistiu-se nos Estados Unido&ntirica, a um aumento da
morbilidade por tuberculose de 14% (20). Desdecertdimero de casos tem vindo a
aumentar na maioria das regides do globo, levandaoganizacdo Mundial de Saude a
considerar a tuberculose uma emergéncia global (62)

Diversos factores estiveram na origem da reemei@@actuberculose, incluindo a
pandemia do Virus da Imunodeficiéncia Humana (\@it)drome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), terapéuticas imunossupressoraggradacdo das condicOes
socioeconOmicas, transmissdo em instituicdes dedesade apoio social e prisdes,
toxicodependéncia, taxas elevadas de afluéncianidgantes (oriundos de paises com
indices elevados de tuberculose) e o aparecimengstitpes multirresistentes, estirpes

simultaneamente resistentes pelo menos a INH €RIF66, 148).



Actualmente, a tuberculose mata 1,7 milhdes deopsspor ano, incluindo 0,45
milhdes de pessoas infectadas com o VIH. Aproximmemtde 9 milhdes de casos
desenvolvem-se todos os anos e cerca de um terpopddacdo mundial encontra-se
infectada comMycobacterium tuberculosis (156). A tuberculose continua assim a ser
um grave problema de saude publica mesmo na EWejmental e na América do
Norte e ndo apenas nos paises tradicionalmentgndesis como estando em vias de
desenvolvimento. Portugal continua a ser o paisEdeopa Ocidental com maior
incidéncia de novos casos de tuberculose e pasas#stcao contribuiram todos os
factores anteriormente citados (40).

Para além da enorme importancia da tuberculoseontexto das micobacterioses
humanas, existe um numeroso grupo de micobactdéeas)ém elas causadoras de
infeccdo no homem, mas que ndo causam os mesmzesinde mortalidade da
tuberculose (56, 117). Ao longo do século XX foraendo identificadas inUmeras
espécies de micobactérias que foram sendo comuramedesignadas como
micobactérias atipicas ou micobactérias ndo tubmsas, no léxico anglo-saxonico (44,
117). Se inicialmente |hes foi atribuida poucavé@heia clinica, atribui-se hoje uma
relevancia particular a este grupo no contexto mNosupressdo, pois estas
micobactérias sdo importantes agentes de infeapddoentes com baixos valores do
namero de linfocitos CD4 (95).

Dentro do grupo das micobactérias néo tuberculesiate ainda um subgrupo, o das
micobactérias de crescimento rapido, cuja imporgdnica é ainda questionada mas
continuam a aparecer registos cientificos de iffesgraves por estas micobactérias
gue obrigam a necessidade de uma vigilancia epalégica e um estudo mais

aprofundado destas micobactérias (17).

1.2. Transmissao e patogénese

Apesar das micobactérias poderem infectar toddsoidos e 6rgdos, a forma mais
frequente € a pulmonar. A transmissao ocorre parrgspiratoria, e a sua origem
provém dos bacilos eliminados pelas secre¢des typoimonares, sobretudo durante os
esfor¢os da tosse, por doentes com tuberculoseopaintavitaria, dando origem a um

aerossol de particulas que se dispersam pelo emndante (3). Os factores que



determinam a probabilidade da transmissdoMietuberculosis sdo o numero de
microrganismos expelidos para o ar, a concentrdedoacilos no ar determinada pelo
volume do espaco e a sua ventilacdo, o tempo desggw ao ar contaminado e a
condicdo imunitaria do individuo exposto (3, 7580Sas particulas de menores
dimensdes, com 3 ajin, que apresentam uma maior perigosidade, visteegpirem
suplantar os diversos obstaculos da arvore re§paatpodendo atingir os alvéolos
pulmonares das zonas mais ventiladas dos pulm@esggido sub-pleural dos lobos
inferiores (3, 75).

Se uma das particulas contiver bacilos, ocorre wmeegso inflamatorio inicial
mediado por macréfagos alveolares (13). O estabseto de uma infeccdo pulmonar
pelo bacilo inalado estd dependente da sua vinalénala capacidade do macréfago
alveolar em digeri-lo (3). Se o hospedeiro apresenta resposta imunitaria celular
ineficiente na destruicdo dos bacilos, estes vamaséiplicar intracelularmente no
lisossoma dos macrofagos, provocando a sua lisé8s a consequente libertacdo dos
bacilos, ocorre uma activagdo dos mecanismos daidiade inata que conduz a um
intenso recrutamento das células para o foco irflério, originando a formacdo do
granuloma, o qual constitui a lesao inicial dadgéeo micobacteriana e tem a finalidade
de circunscrever e delimitar a infec¢do, atravéal@encdo dos bacilos no centro
caseoso do granuloma, que € composto por mateealdtico rico em lipidos
degradados da parede celular micobacteriana e fagogdmortos (13, 103). Nessas
condicbes, os bacilos podem sobreviver durante anosestado de laténcia ou de
dorméncia e o individuo infectado pode ndo marafestdoenca (3). Aproximadamente
95% das lesbGes pulmonares iniciais evoluem parasibe/ou calcificacdo (75). No
entanto, em 5% dos casos, ndao ocorre a contencaprimi@infeccdo, quer pela
deficiéncia no desenvolvimento da imunidade celujaer pela carga infectante ou pela
viruléncia da estirpe, ocorrendo a liquefaccdo dseam e a libertacdo de bacilos,
promovendo o desenvolvimento de doenca activafdp,Se o hospedeiro apresentar
competéncia imunitaria os bacilos libertados irioiar uma nova infecgéo, localizada
e contida noutra regido pulmonar. Caso contratmnan situacdo de imunodepressao,
ocorre uma disseminacao bacilar via linfohematagepromovendo o aparecimento de
tuberculose miliar (3,13). Este processo fisio-{ggfico é idéntico para a maioria das
infecgcBes respiratérias causadas por micobactégiaguberculosas (50, 117).



Apesar de um pequena percentagem de individuosorouompetentes infectados
evoluir para doenca activa, esta situagao altedrasticamente em doentes com VIH,
uma vez que 0 comprometimento do sistema imunengi@teem larga escala a
probabilidade da reactivacdo da infeccdo (75). Eateo tem contribuido para o
aumento da prevaléncia quer de estirpes multitesdiss a terapia antibacilar, quer de

infecgBes por micobactérias ndo tuberculosas (68).

2. GéneroMycaobacterium

2.1. Caracteristicas gerais

O geéneroMycobacterium é 0 Unico constituinte da familidycobacteriaceae,
incluida na ordem dodActinomycetales da classe dosschizomycetos (121). Os
microrganismos deste género sao bacilos aerohidseis e ndo formadores de esporos
(com excepcédo dil. marinum), apresentam 0.2 a Ousn de largura e 1.0 a 30n de
comprimento, e tendem a agrupar-se em pequenaascoucaglomerados (47, 55, 129).

Uma das caracteristicas particulares das micolast@ra composicdo e estrutura do
invélucro celular (Figura 1.1). Esta estrutura ediéectamente relacionada com a
capacidade de sobrevivéncia destes microrganismosambientes hostis e a sua
resisténcia a diversos compostos antimicrobiands5@, 107).

De acordo com os estudos de ultra-estrutura e gaidais micobactérias, o involucro
celular micobacteriano possui trés componentestastis: uma membrana plasmaética,
uma parede celular e uma cépsula (33, 34).

A membrana plasmética € uma membrana bacteriaita,tipom 4 a 4.5 nm de
espessura, que embora vital para as micobact@rasvelmente possui um pequeno
papel em processos patoldgicos (34, 112). Asscsiadsta membrana, podem-se ainda
encontrar outros componentes, como as menoquinanas, estdo envolvidas no
transporte de electrdes, e os carotenoides, quersa estarem relacionados com a
proteccdo contra danos fotoliticos e sdo respoisgwea pigmentacdo amarelo-
alaranjada de micobactérias coMogordonae e M. kansasii (14).

A parede celular micobacteriana é composta por iqmpicano ligado

covalentemente a polissacaridos de arabinogaladsi@rificados na zona distal com



acidos micdlicos, formando o complexo acidos moosiarabinogalactano-
peptidoglicano (14, 72). O peptidoglicano, do tipby, € um dos mais comuns
encontrados nas bactérias, no entanto nas micolbacté residuos de acido muramico
sdo N-glicosilados em oposicdo a N-acetilacdo dratd@ em outros géneros
bacterianos. Estes grupos glicosil favorecem uwrgefda estrutura do peptidoglicano

ao proporcionarem ligacdes adicionais por pontgsdtegénio (14).
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Figura 1.1. Representacdo esqueméatica do involucraelular micobacteriana
Adaptado de (15, 42).

Os acidos micolicos sdo acidos gordos de cadeigalor-metilf3-ramificados,
encontrados maioritariamente nos génénigsobacterium, Norcardia, Rhodococcus, e
Corynebacterium (72, 89). As micobactérias possuem acidos micolaisintos dos
outros géneros, compostos geralmente por 70 ad®@o&tde carbono em oposi¢cao aos
40 a 60 atomos das restantes bactérias (14, 7®s Besidos gordos sdo responsaveis
pela manutencao da estrutura celular rigida e iboletm para a baixa permeabilidade e

consequente resisténcia intrinseca a compostosfitimys (14, 72). O elevado teor em



acidos micdlicos confere ainda as micobactérias aeacteristica Alcool-Acido
Resisténcia, isto é, a capacidade de reter coraatpeesenca de uma mistura de 4cido e
alcool (48).

A parede celular micobacteriana encontram-se airdmociados diversos
componentes, a maioria desempenhando a funcaotiggraa ou toxina, como: (i)
lipidos extraiveis, que sédo lipidos ligados ndoat@ntemente ao complexo acido
micolicos-arabinogalactano-peptidoglicano, como cdajipidos fendlicos,
glicopeptidolipidos, trealoses aciladas, sulfoligide glicerofosfolipidosproteinas e
lipoarabinomano, passiveis de serem removidos édrala accdo de solventes; (ii)
proteinas, algumas das quais responsaveis pel&wgits da parede celular durante a
vida do bacilo e outras que formam canais hidoaffique permitem a passagem de
solugcbes aquosas, denominadas de porinas; eigorabinomano, um polissacarido
altamente imunogénico, descrito como um possivbifade viruléncia envolvido na
persisténcia das micobactérias no interior dosdiém®mononucleados (9, 14, 22, 72).

Apesar destas caracteristicas comuns, as espéoiegénero Mycobacterium
apresentam em muitos aspectos uma grande divessidatualmente, encontram-se
descritas na literatura mais de 125 espécies debantérias, a maioria subsistindo
livremente nos ecossistemas naturais, raramenteacda doenca em humanos e
animais (9, 49, 50). Apenas algumas micobactédagpatogénicas para os vertebrados
superiores, habitando, preferencialmente o0 meioradetular de fagocitos
mononucleares. Os membros do complbkduberculosis (M. tuberculosis, M. bovis,

M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae e M. pinnipedi) e M. leprae séo
exemplos de micobactérias dependentes do hospgitempazes de se replicar no meio
ambiente (9). Dentro do grupo das micobactérias iartdis raramente ou
potencialmente patogénicas para os seres humagrmendadas de micobactérias néo
tuberculosas (MNT), destacam-$¢. avium, M. intracellulare, M. chelonae, M.
kansasii, M. marinum, M. fortuitum e M. ulcerans (16, 44).

Devido a diversidade das MNT, anteriormente desigaae micobactérias atipicas,
Runyon, em 1959, introduziu um sistema de clasgifio baseado no tempo de
crescimento, morfologia das colonias e na produtgipigmento em meio de cultura,
dividindo estas bactérias em quatro grupos (Tab&)as55, 112). Recentemente, esta

classificacdo tem-se tornado menos util devido scaleerta de que a producdo de



pigmentacao pode estar relacionada com a tempar&wue nem todas as estirpes da
mesma espécie apresentam a mesma capacidade pdripmpigmento (41). Um
esquema de classificacéo alternativo foi entdoredeado, baseado na patogenicidade
das espécies micobacterianas, agrupando-as deoammrdo risco de infeccédo (Tabela
.2) (36, 41, 149, 150).

Tabela I.1. Sistema de classificacdo de RunyoBDivisdo das MNT em quatro grupos,
de acordo com o tempo de crescimento, morfologs @aodnias e producdo de

pigmento. Adaptado de (112).

Classificacao de Runyon

Micobactérias fotocromogéneas de crescimento lento
Grupo Runyon | produzem pigmento amarelo-alaranjado quando expashaz.

Exemplo:M. kansasii; M. marinum.

Micobactérias escotocromogéneas de crescimentm lent

produzem pigmento amarelo-alaranjado quando expastaz
Grupo Runyon Il

ou no escuro. Exempladvl. gordonae; M. scrofulaceum; M.

Xenopi.

Micobactérias ndo-cromogéneas de crescimento leni@o

Grupo Runyon lI produzem pigmento. ExemploM. avium complex; M.
ulcerans.
Micobactérias de crescimento rapido — néo produzem

Grupo Runyon IV _ )
pigmento. ExemploM. chelonae; M. abscessus; M. fortuitum.




Tabela 1.2. Classificagdo das micobactérias de aaw com o risco de infecgéo.

Adaptado de (36).

Raramente patogénicas

Potencialmente

patogénicas

Estritamente

patogénicas

M. smegmatis M. aurum M. avium M. tuberculosis
M. phlei M. chitae M. intracellulare M. bovis
M. fallax M. duvalii M. chelonae M. ulcerans
M. thermoresistible M. gadium M. fortuitum M. microti
M. para fortuitum M. gilvum M. kansagii M. leprae

M. gastri M. komossense M. malmoense
M. triviale M. lepraemurium M. marinum
M. nonchromogenicum M. neoaurum M. scrofulaceum
M. gordonae M. terrae M. simiae
M. flavescens M. vaccae M. szulgai
M. farcinogenes M. agri M. xenopi
M. senegalense M. aichiense M. asiaticum
M. paratuberculosis M. porcinum M. haemophilum
M. austroafricanum M. chubuense M. shimoidei
M. diernhoferi M. obuense
M. pulveris M. rhodesiae
M. tokaiense M. moriokaense
M. poriferae

2.2. Mycobacterium smegmatis

O M. smegmatis € uma micobactéria ambiental, de crescimento cagdralmente
considerado ndo patogénico, podendo porém, em salgasos muito raros, causar
doenca (90, 146). Esta micobactéria foi descriti gimeira vez em 1884 por
Lustgarten, apés a descoberta de bacilos com edsdittas tintoriais semelhantes a do
bacilo da tuberculose, em lesdes de cancro gifilitPosteriormente, Alvarez e Tavel

observaram microrganismos semelhantes aos despatdsustgarten, tanto nas lesbes



referidas anteriormente, como em secrecdes gef@sisegma, em inglés “smegma”)
(110). Actualmente, encontra-se associado a led@&secidos moles apos trauma ou
cirurgia, tendo sido também descrito como posdivelior na carcinogénese peniana
(29).

Devido ao facto de ser um organismo de crescinr@pido, facilmente cultivavel na
maioria dos meios de cultura do laboratério, a séa patogenicidade, requerendo
apenas um laboratorio de seguranca de nivel lopasicdo as espécies patogénicas
que necessitam de infra-estruturas adequadas aaunigulacédo, e partilhar a mesma
estrutura da parede celular d&. tuberculosis e das restantes micobactérids,
smegmatis tem sido vastamente utilizado em trabalhos de stiyagdo como
microrganismo modelo para a manipulacao laboratoleaespécies micobacterianas
(35, 43, 53, 70, 124).

3. Resisténcia aos agentes antimicrobianos

3.1. Agentes antimicrobianos

O termo antibidtico foi definido inicialmente poraksman em 1942, como uma
substancia de origem natural, isto é, produzida mpmrorganismos, antagonista do
crescimento de outros microrganismos (145). Acteabe, este termo define
substancias de origem natural, sintética ou deswade compostos naturais por
alteracdes quimicas, capazes de provocar a maularc@ccao bactericida) ou inibir o
crescimento bacteriano (accao bacteriostaticajiyziado o minimo de danos possiveis
ao hospedeiro (toxicidade selectiva) (23, 101).

Os agentes antimicrobianos podem exercer a sua aob#e a célula bacteriana, de
diferentes modos (23, 101). Estes mecanismos, mu@vem a inibicdo de processos
fundamentais ao desenvolvimento bacteriano, saosalaostnte agrupados em cinco
proteica, (iii) inibicho da sintese de acidos nigok (iv) inibicdo competitiva de
metabolitos essenciais, e (v) accdo sobre a idi@dgi da membrana citoplasmatica.
(23, 101).
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Figura I.2. Alvos celulares bacterianos de antibidtos. Adaptado de (77).

Os inibidores da sintese da parede celular bagter@mo os antibidticof-
lactamicos e glicopéptidos bloqueiam a capacidadendicrorganismos em sintetizar
peptidoglicano, um componente essencial a manuietgéstrutura da parede celular
bacteriana, através da inibicdo de enzimas qugrare a sua via biossintética, como
transglicosilases e transpeptidases (23, 24).

Os inibidores da sintese proteica, de entre os@gacontam classes de antibioticos
como aminoglicosideos, tetraciclinas, macrélidosncasamidas, cloranfenicol,
estreptograminas e &cido fusidico, actuam sobreretifes regibes da unidade
ribossomal 70S afectando fases distintas destemsewa como a ligagdo aminoacil-
acido ribonucleico de transferéncia (ARNt), formac ligacbes peptidicas, leitura do
acido ribonucleico mensageiro (ARNm), provocanditutas incorrectas do codigo
genético que podem conduzir a sintese de prota@aiincionais (24, 101).

Devido & semelhanca dos mecanismos de sintese ides &oucleicos entre

procariontes e eucariontes, a maioria dos agemi@®ierobianos que interferem na
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formagcdo destas macromoléculas, possuem uma smladg toxica reduzida,
limitando deste modo, a sua empregabilidade naicpratlinica (101). Contudo,
antibioticos como a RIF, pertencente a classe itlanicinas, que actua sobre a sintese
do acido ribonucleico (ARN) ao ligar-se a subuna&l@d da polimerase de ARN
bacteriana, inibindo a transcricédo, e as quinolgp&sinibem selectivamente a girase do
acido desoxirribonucleico (ADN) e a topoisomeraéeéacterianas através da formacao
de complexos quinolona-ADN-topoisomerase, inibiralgrocesso de replicacdo do
ADN, sao largamente utilizados devido a sua elevaxiaidade selectiva (24, 101).

Diversos agentes antimicrobianos actuam como atabuobtos, bloqueando a
utilizacdo de metabolitos essenciais ou factoresrégcimento pelas vias metabdlicas
funcionais através de inibigdo competitiva, devadsua similaridade estrutural. As
sulfanamidas, que apresentam uma ac¢ao compeditive o metabolismo dos folatos,
sdao um exemplo de antibidticos com accéo antimétaac(101).

As polimixinas e péptidos catidnicos sdo antib@gicque apresentam uma accao
sobre a integridade da membrana citoplasméticaavédr de alteracbes na
permeabilidade pela disrupcdo da estrutura membr@da 101). A integridade da
membrana citoplasmatica € fundamental para as rizs;téima vez que a disrupcéo
conduz a perda de metabolitos essenciais ao ddgenento e sobrevivéncia

bacterianos (101).

3.2. Mecanismos de resisténcia aos agentes antimicroba@n

Os agentes antimicrobianos, desde a sua descolertaséculo XX, tém
desempenhado um papel fundamental na reducdo dagatoinfecciosas (31). A sua
utilizacdo, combinada com melhorias no saneameh#hitacdo, alimentacdo e
disseminacdo dos programas de imunizagédo, conduzina queda drastica do numero
de mortes decorrentes de doencas que anteriorreente generalizadas, intrataveis, e
frequentemente fatais (19). Esta participacdo itapte no controlo de doencas
infecciosas graves tem também contribuido parareato da esperanca meédia de vida
observado no ultimo quarto do século passado (152).

Estes beneficios sdo agora ameacados por um oesenvblvimento recente: a

emergéncia e proliferacdo de microrganismos regefeaos agentes antimicrobianos
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(154). Nos ultimos anos, tem-se observado um awmaatfrequéncia de infec¢des
provocadas por microrganismos resistentes aos iamimenos, tanto em hospitais
como na comunidade (28). Esta frequéncia cresdantesisténcia aos antimicrobianos
tem sido atribuida a combinacdo de caracteristiiasobianas, pressdo selectiva, e
mudancgas sociais e tecnoldgicas que potenciam nsntigsdo de microrganismos
resistentes (28). Como consequéncia, a resistéantiraicrobiana, tem conduzido a um
aumento da morbilidade, mortalidade e dos custeadde (28).

As infeccOes bacterianas que mais contribuem paraogncas em humanos e
animais sdo também aquelas em que a emergéncimeganismos resistentes € mais
evidente: doencas diarreicas, infec¢cdes do traspiregdrio, meningite, infeccbes
sexualmente transmissiveis e infeccfes hospital@@9, 120). Alguns exemplos
importantes incluem 8treptococcus pneumoniae resistente a peniclingaphylococcus
aureus resistente a metacilina, enterococos resistentesn&gomicina, Salmonella
multirresistente &lycobacterium tuberculosis multirresistente (152).

A resisténcia de um microrganismo a um determinadimicrobiano pode ser
classificada inicialmente como intrinseca ou addaif159).

A resisténcia intrinseca ou resisténcia naturalm@ wwonsequéncia de processos
adaptativos, em que cada membro de uma espéceribaet é resistente sem que seja
necessario a aquisicdo de informagcdo genética oadici (93, 159). Dois dos
mecanismos considerados como as principais caesa&sidténcia intrinseca bacteriana
a diversos farmacos sdo a permeabilidade celutiuzida e os sistemas de efluxo
activos (93).

A resisténcia adquirida € um mecanismo major desté&gia antimicrobiana, que
resulta de uma pressdo evolucionaria especificandelvida como mecanismo de
defesa contra uma ou diversas classes de antindoam (158, 159). Este tipo de
resisténcia, resultante de alteracdes no genontarizem, pode ser obtida através de
uma mutacado e transmitida verticalmente as cétiéasendentes, mas frequentemente,
esta resisténcia € adquirida por transferénciszbiotal de genes de resisténcia entre
estirpes e espécies microbianas, por mecanismosadsformacdo, transducao ou
conjugacéo (159).

A resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobialmomediada por diversos

mecanismos, agrupados em trés categorias prin¢kigisra 1.3): (i) inactivacao directa
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ou modificagdo do antibiético, como por exemploawts da destruicdo enzimatica do
anel-lactamico dos antibioticds-lactamicos por accéo de hidroliticagactamases,
ou a acetilacdo e fosforilagdo de aminoglicosidgoy acetiltransferases e
fosfotransferases, respectivamente, (ii) alteragédificacdo do alvo celular do
antibiotico, tomando como exemplo, a reducdo daid#de dos ribossomas para o0s
macrolidos através da metilacdo da subunidade 23&cido ribonucleico ribossomal
(ARNr), componente da subunidade ribossomal 508,deminuicdo da afinidade da
RIF para a subunidadeé da ARN polimerase através de mutacfes no geol (iii)
reducdo da concentragdo intracelular dos agente@miembianos, através diminuigdo
da permeabilidade celular por perda ou alteracapadimas, proteinas integrantes da
membrana externa que formam canais hidrofilicopeda extrusdo do antibiotico para
0 meio extracelular, mediada por bombas de eflédo§7, 92, 93, 158, 159).

A
o %ejs0 0

Figura 1.3. Principais mecanismos de resisténcia ao antimicrobianos. A -
Prevencdo da acumulacdo de antimicrobianos at@@é®ducdo da permeabilidade
celular ou do aumento do efluxo; B - Inactivacés datimicrobianos por hidrélise ou
modificacdo, e.g. fosforilacdo; C - Alteracdo giaiva dos alvos para a reducédo da
afinidade para os antimicrobianos ou quantitativavés da sobreproducéo dos alvos.
Adaptado de (159).

3.3. Agentes antimicrobianos com actividade antimicobaetiana: Mecanismos

de accao e de resisténcia.

O agente antimicrobiano com maior actividade amiiacteriana é a INH ou

hidrazida do &cido isonicotinico. E um pré-farmaeatericida sintético que tem de ser
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metabolizado pela catalase-peroxidase micobactensra se tornar activo. A sua
actividade inibitoria incide sobre a sintese dos&da® micélicos (os principais
componentes da parede celular das micobactérial) {B2). O mecanismo pelo qual
ocorre resisténcia d#l. tuberculosis a INH é complexo e mal descrito, tendo sido
atribuido a mutacdes individuais em genes que icadif a catalase-peroxidasetG),

a enzima da via dos &cidos micdlicashf) e uma proteina sintetase cetoacil
transportadorakasAh) (7, 84, 123, 160, 161). A resisténcia a INH naioma dos
isolados clinicos resulta do bloqueio da activadd@qro-farmaco, pois 0 gene mutante
codifica uma proteina que apresenta uma capacidiatieuida na sua activacao (4,
111, 147). No entanto, muitas estirpes resistemd@stém mutacées em nenhum dos
genes associados, até a data, com resisténcia §1dH 162), o que leva a suspeitar
que podem estar envolvidos outros factores, comnesiaténcia mediada por bombas de
efluxo dependentes de energia (25, 123, 141, 142).

A STR é um aminociclitol glicosidico, que se ligasabunidade 16S do ARN
ribossomal (ARNr 16S) inibindo a iniciacdo da trgdlo (89, 123). Foram descritas
mutacOes associadas a resisténcia a este antbraigene correspondente ao ARNr
16S ¢rs) e no genepsL que codifica a proteina ribossomal S12 (123). @piexoM.
tuberculosis tem apenas uma copia do gene ARNr. Deste mo@oagdtes nucleotidicas
pontuais neste gene originam facilmente resistéraga alto nivel. Pequenas
perturbacdes na sua estrutura sao suficientes gragimar resisténcia ou afinidade
reduzida para com a STR (85, 123). A maioria datagdes pontuais que conferem
resisténcia a STR ocorre no gepsL. Aproximadamente 75% das estirpes resistentes a
STR possuem alteracbes no gempsL ou rrs associadas a resisténcia. Nos 25%
restantes ndo foram encontradas mutacfes assoaiadsisténcia em qualquer um dos
genes, 0 que indica a existéncia de outros possinecanismos de resisténcia a STR
(1, 86, 122, 123).

A pirazinamida (PZA) € um anélogo estrutural datimamida que é bactericida em
bacilos semi-dormentes, tendo como alvo uma enemvalvida na sintese dos acidos
gordos (123, 126). E um pré-farmaco que é conwentid sua forma activa, o acido
pirazinoico (APO), pela enzima pirazinamidase dodda pelo genencA (123, 126).

A PZA difunde-se passivamente para o interiorMiotuberculosis, é convertida em

APO pela pirazinamidase e acumula-se em grande#tidades no citoplasma a pH
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acido, devido a um sistema de efluxo ineficient@6§1 A existéncia de estirpes
resistentes que ndo apresentam mutacdo neste gadeativo do envolvimento de
outros mecanismos como os envolvidos no “uptakePda, regulacdo d@ncA ou
efluxo de APO (106, 126). Alguns membros do complik tuberculosis como M.
bovis, e M. bovis Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) sdo naturalmenséstentes a PZA
devido a uma mutacdo pontual no gpneA (60, 123, 126).

O etambutol (EMB) € um outro antibacilar utilizado tratamento da tuberculose
devido a sua eficiéncia na inibicdo da transfegéne arabinogalactano para a parede
celular micobacteriana, um processo que conduzutn@acao dos acidos micolicos
(123, 133). O alvo deste antibacilar é uma arallinbansferase envolvida na
biossintese do arabinano, um componente do arabautgno que se encontra na
parede celular (10, 123). A inibicdo da sintesaddinano conduz a acumulacéo dos
acidos micalicos e a inviabilidade celular. Foratentificados enM. tuberculosis trés
genes contiguos que codificam arabinosiltransferdssignadosmbC, embA e embB
(30). Mutacdes na regido contendo os geamasCAB em estirpes dél. tuberculosis
resistentes ao BEM, isoladas a partir de amostiagas, originam substituicdes de
aminoacidos que conduzem a resisténcia (127). Nentn cerca de um quarto das
estirpes resistentes ndo possui qualquer mutac@beciola que esteja associada a
resisténcia ao EMB, o que significa que existentiplab vias moleculares que estdo na
base da sua resisténcia (105).

Em conjunto com a INH, a RIF, cujo mecanismo délaata consiste na inibicdo da
transcricdo através da ligacdo a subunidade betdrdlapolimerase ADN-dependente,
sdo os dois agentes antimicobacterianos mais eficél?2, 123, 126, 135). Foram
identificadas mutacfes no geroB de estirpes d®l. tuberculosis resistentes a RIF
que conferiam resisténcia ao diminuir a afinidaesta para a subunidade beta da ARN
polimerase (135, 136). A resisténcia a RIF foi npiro mecanismo de resisténcia a
antibioticos descrito enM. tuberculosis por Telenti et al. (135). Nas estirpes Me
tuberculosis resistentes a RIF, a resisténcia resulta de meggupdntuais ou de pequenas
deleccbes ou insercbes numa regido limitada deaBdsple bases (27 coddes) do gene
rpoB em 95% das estirpes (135, 136). Os mecanismossiiéncia nos restantes 5%

de isolamentos resistentes permanecem indeterngnado
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A INH, RIF, EMB, PZA e STR sao considerados os &ggeantimicobacterianos de
12 linha por serem os que fazem parte dos esquderapéuticos multiplos,
comummente utilizados para o tratamento de umardulose activa (157). Quando
emergem resisténcias estes agentes tém de setwsdbstpor outros menos eficazes,
considerados de segunda linha (153, 157). Sao dasmps aminoglicosideos
(amicacina e canamicina), as fluoroquinolonas (lexacina e ofloxacina) ou os
macrolidos (claritromicina e azitromicina) (157).

Embora do ponto de vista biolégico a resisténciavertuberculosis se desenvolva
principalmente por mutacbes espontaneas em um oOS8 genes, sabe-se que
clinicamente ela resulta da pressao selectiva eleemor um tratamento inadequado
normalmente devido a fraca adesao dos doenteatamnento. Outras causas incluem
monoterapia, doseamento ndo apropriado dos amtiisdte fraca absorcdo dos
antibiéticos, mas em todos os casos a espontametttedmutacdes é acompanhada por
um determinismo inexoravel que conduz a multiréssh, quando os fendémenos
acima descritos ocorrem em simultaneo (155). Pierrastivo, a Organizacdo Mundial
de Saude, criou o Programa “Direct Observed Treaattinenais conhecido pelo
acronimo DOT, ou Tratamento Observado Directam@i@d), em que um observador
profissional de saude se certifica que o doenteatanmedicacdo prescrita e que nao
abandona o esquema terapéutico (151).

Nos doentes com tuberculose resistente a multif@loeacos e em doentes com
infeccbes a MNT, naturalmente resistentes aos &iiacterianos anteriores, 0
tratamento apresenta elevada resisténcia aos fasnaatimicrobianos, apresenta fraca
correlagdo entre susceptibilidades “in vitro” e “uivo”, 0s antimicobacterianos
disponiveis possuem um elevado potencial de tedeEde ha necessidade de
tratamentos muito prolongados (51).

Procuram-se hoje novas alternativas antimicobactasi, ditas de 32 linha, como as
oxazolidinonas (linezolide), derivados de tetracad (glicilciclinas) ou
metoxifluoroquinolonas (gatifloxacina) mas cujosudes ainda sao incipientes e cujas
associagcdes com outros farmacos antimicobacters@mslesconhecidos o que obvia a
sua integracdo nos esquemas mdltiplos (45, 78, 157)

Por outro lado, em micobactérias, comecou a sarigatlo como mecanismo de

resisténcia acessorio e de baixo nivel a aquisieaesisténcia fenotipica por aumento
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da impermeabilidade e/ou por aumento do efluxoraade antibacilares como a INH,
0s macrolidos ou as fluoroquinolonas (108, 109,).14ké-se que diminuicdo da
concentracdo intracelular destes compostos pemndemento da sobrevivéncia das
estirpes em presenca do antibidtico, facilitandoy mxemplo, a aquisicdo e
estabilizacdo de outros mecanismos de resistémred @s mutagbes anteriormente
descritas e consideradas o mecanismo principaksisténcia de alto nivel (71, 98,
118).

3.4.Mecanismos de resisténcia por aumento da impermedibiade

Como referido anteriormente, uma das caractersstiearesisténcia intrinseca que
influencia directamente a transposicdo de agentgsniarobianos para 0 meio
intracelular é a permeabilidade celular reduzic.(9

Por exemplo, bactérias Gram-negativas, comBsaidomonas aeruginosa, estao
descritas como sendo altamente resistentes a ae;amtimicrobianos hidrofobicos
devido a baixa permeabilidade da sua membrananaxparra estes compostos (93). Em
micobactérias, o influxo de compostos hidrofobi@scondicionado pela reduzida
fluidez da camada de acidos micoélicos da pareddacehue actua como uma barreira
contra moléculas lipofilicas (72, 128).

Um dos mecanismos de resisténcia aos agentes enoimainos € o aumento da
impermeabilidade celular através da reducédo daesgfo de porinas, responsaveis pela
difusdo de solutos hidrofilicos para 0o meio inthales (92, 93).

Como exemplo, um estudo publicado em 1981 por Haztl@l. descreveu que a
auséncia da proteina da membrana externa OmpiE. eahi, tornou esta bactéria mais
resistente a diversos compostBdactamicos (54), e em 2004 e 2008, trabalhos
realizados por Stephan et al. e Danilchanka etredpectivamente, indicaram que a
porina MspA desempenha um papel importante naiggaoisle nutrientes e antibioticos
em M. smegmatis, e que a sua auséncia confere um aumento daéresssta esses
antimicrobianos (35, 131).

A proteina MspA, codificada pelo gengpA, € a porina principal dil. smegmatis,
constituindo mais de 70% de todos os poros desteorganismo (128). Outros genes
gue codificam para porinas semelhantes a antarrant também identificados eki.

17



smegmatis, nomeadamentespB, mspC e mspD (128). Apenas 0s genespA e mspC
S80 expressos na estirpe selvagem, enquanto aricdosdemspB e mspD sé é

activada, por mecanismos desconhecidos, apds gadedemspA (131).

3.5. Mecanismos de resisténcia por aumento da expressd® bombas de efluxo

3.5.1. Bombas de efluxo

As bombas de efluxo, originalmente descritas emtébas, sdo actualmente
reconhecidas como determinantes major na moduldgédacumulacdo de compostos
antimicrobianos em praticamente todos os tipos élelas, desde procariontes aos
eucariontes superiores (138).

Os sistemas de efluxo bacterianos dependentes afgiarbombeiam uma gama
diversificada de compostos quimicos e estruturalenamependentes, sem proceder a
sua alteracdo ou degradacdo (61). A analise dersdivesequéncias do genoma
bacteriano, disponiveis em bases de dados pubtieas permitido constatar que as
bombas de efluxo de compostos antimicrobianos,emdas ou putativas, constituem 6
a 18% de todos os transportadores encontradosda® &3 células bacterianas (96).

O facto das bactérias patogénicas e nado patogémicasuirem um nuamero
comparavel de bombas de efluxo codificadas no cssoma sugere que estes sistemas
de efluxo ndo surgiram recentemente como resuld@doma exposicdo extensiva aos
farmacos utilizados na pratica clinica, mas quesm@gnham um papel fisioldgico
importante na extrusdo de substancias toxicasigenomatural (113).

Em 1976, foi reportado o primeiro exemplo de bordbaefluxo, a P-glicoproteina,
que se encontrava implicada na resisténcia deaséltdncerigenas de mamiferos a
agentes citostaticos, e no final desta mesma déoagfhuxo de antibiéticos foi descrito
como um mecanismo de resisténcia bacteriano, apéssds estudos com estirpes de
Escherichia coli resistentes a tetraciclina (5, 6, 58, 69, 83).

Desde essa altura, diversos sistemas de efluxdigamts no cromossoma ou em
plasmideos tém sido relatados para uma ampla ealeede agentes antibacterianos,
incluindo antibioticos, biocidas e solventes, ermatpsas bactérias (99, 100).
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Embora algumas bombas de efluxo sejam especificas, grande parte destes
sistemas de extrusdo € capaz de acomodar divemupostos antimicrobianos,
contribuindo, significativamente para a multiresistiia intrinseca e adquirida em
bactérias (61).

Estes sistemas de transporte podem ser classicatpndo as suas caracteristicas
bioenergéticas em duas classes, 0s transportadactgos primarios e 0s
transportadores activos secundarios (79, 137). Coimote de energia, 0S
transportadores activos primarios hidrolisam oosfiito de adenosina (ATP), sendo
desta forma denominados de transportadores “AT&ifgncassette”, enquanto os
transportadores activos secundarios recorrem aodiegte electroquimico
transmembranar protdnico ou de ides de sodio (79).

De acordo com as suas caracteristicas estruturalagbes filogenéticas e
especificidade do substrato, as bombas de eflugemaoainda ser subdivididos 5 em
familias ou superfamilias: a superfamilia “ATP-BiglCassete” (ABC), a superfamilia
“Major Facilitator” (MFS), a familia “Small Multidrg Resistance” (SMR), a
superfamilia “Resistance-nodulation-cell divisiofRND) e a familia “multidrug and
toxic compound extrusion” (MATE) (Tabela 1.3) (619, 137).

Tabela 1.3. Caracterizacdo das familias ou superfaiiins de transportadores
activos celulares Adaptado de (61, 64, 138).

Familia ou superfamilia Fonte de energia
ABC Hidrdlise de ATP
MFES Gradiente transmembranar protonico
SMR Gradiente transmembranar protonico
RND Gradiente transmembranar protonico
MATE Gradiente transmembranar proténico ou de d@esddio

Legenda: RND, Superfamilia “Resistance-nodulatieth-adivision”; MFS, Superfamilia “Major
Facilitator”; ABC, Superfamilia “ATP-Binding Cass8t MATE, Familia “multidrug and toxic

compound extrusion”; SMR, Familia “Small MultidriRgsistance”.
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3.5.1.1. Superfamilia “ATP-Binding Cassete” (ABC)

As proteinas transportadoras pertencentes a sopkafaABC estdo envolvidas na
tolerancia a uma grande diversidade de agente®xitos em células procariontes e
eucariontes, utilizando a energia livre proveniatdaehidrélise do ATP como fonte de
energia para o transporte dos diferentes subsiifaipsa 1.4A) (38, 102, 140).

A superfamilia ABC é constituida por diversas fasilsendo a atribuicdo da familia
geralmente efectuada de acordo com a especifictdtadabstrato. As bombas de efluxo
LmrA de Lactococcus lactis, Msr(A) de Staphylococcus spp. e EfrAB deEnterococcus
fecalis sdo exemplos de proteinas desta superfamilia (B4,

Estruturalmente, os transportadores ABC parecemsigiimem pelo menos quatro
dominios: dois dominios transmembranares, altamieit®fobicos, compreendendo
geralmente seis hélicas que formam a via através da qual o substrato egsav a
membrana, e dois dominios hidrofilicos de ligacdosemjuéncias nucleotidicas,
localizados na periferia da face citoplasméticanéanbrana e responsaveis pela ligagéo
e hidrélise do ATP para a translocacgéo do substfaguira 1.4B) (38, 102).

Compasta
A antimicroblana

LA Mem b[a na
plasmatica

Citoplasma
ATP ADP + P,

Composto
antimicrablana

Figura 1.4. Representacdo esquematica da bomba d#uxo LmrA da superfamilia
ABC (A) e modelo estrutural para os transportadoresABC e respectivos motivos
conservados (B)Adaptado de (61, 102).
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3.5.1.2. Superfamilia “Major Facilitator” (MFS)

Os transportadores MFS constituem uma superfaaniliga, grande e diversa, que
incluem mais de um milhar de membros sequenciaagspados em pelo menos 59
familias (61).

Os membros desta superfamilia, presente em céhulearidticas e procaribticas,
podem catalizar o uniporte, o simporte soluto/ocafid” ou N&), o antiporte soluto/H
ou o antiporte soluto/soluto (Figura I.5A) (61, 114

Estas proteinas apresentam 12 ou 14 segmentoséanisanares (Figura 1.5B e
I.5C) e estdo envolvidas no transporte de difesecdenpostos, como acgucares simples,
oligossacaridos, farmacos, aminoacidos, metabotitogiclo de Krebs e uma grande
variedade de catifes e anifes inorganicos (38, 114)

Os transportadores QacA/B e NorA Saphylococcus aureus, ErmB deE. coli e
LfrA de M. smegmatis sdo exemplos de sistemas de extrusdo de compostos

antimicrobianos pertencentes a superfamilia MF3,(187).

A
Compasto
antimicreblano H*
Morh Membrana
plasmatica

Compasta H*  Citoplasma
antimicrobiana

Figura 1.5. Representacao esquematica da bomba d#uxo NorA da superfamilia
MFS (A) e modelo estrutural para os transportadoresVIFS e respectivos motivos
conservados, possuindo 12 (B) e 14 (C) segmentamsmembranares. Adaptado de
(61, 102).
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3.5.1.3. Familia “Small Multidrug Resistance” (SMR)

Os membros da familia SMR séo sistemas de tramsgmmno-oligoméricos ou
hetero-oligoméricos procaridticos, de reduzidas edisbes (38, 61, 102). As
subunidades destes sistemas sdo compostas por 1D rasiduos de aminoacidos, e
apresentam quatro segmentos transmembranaresaFigB) (61, 38). Estas proteinas
transportadoras utilizam a forca motriz protoni€dP) para induzir a extrusdo de
diversos compostos, geralmente cationicos (Figér) 38, 61, 102).

De entre as bombas de efluxo pertencentes a asifiafabem caracterizadas na
literatura, incluem-se a Smr & aureus, ErmE deE. coli e Mmr deM. tuberculosis.
(38, 102).

Motivo B
Compasto
antimicrobiana H* A
e Exterior
ErvE “ Membrana
plasmatica e
= N Interior
P Motivo A~y Motivo C
H+ Citoplasma 'S—NH, O %
Compasto -COOH

antimicrobiana

Figura 1.6. Representacdo esquematica da bomba dé#uxo ErmE da familia SMR
(A) e modelo estrutural para os transportadores SMRe respectivos motivos
conservados (B)Adaptado de (61, 102).

3.5.1.4. Superfamilia “Resistance-nodulation-cellidision” (RND)

Os sistemas transportadores da superfamilia RNBistem, de um modo geral, em
grandes cadeias polipeptidicas, compostas por 70808 residuos de aminoacidos,
com 12 segmentos transmembranares (Figura .7R2) (10}).

Os membros desta superfamilia estdo presentes etériaa Gram-negativas e
possuem um papel importante na resisténcia a dwerOmpostos incluindo
antibioticos, corantes e detergentes, através tlaséw destes substratos, por via de um

mecanismo de antiporte substrato(di1, 61). Estas bombas de efluxo s&o constituidas
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por uma associacdo entre trés proteinas, nhomeatignuema proteina transportadora,
uma proteina membranar externa e uma proteinasd® foeriplasmatica membranar,
formado um canal que atravessa o0 espaco peripldsmpemitindo o transporte de
compostos através da membrana interna e externaad#sias Gram-negativas (Figura
1.7A) (11, 102).

As estruturas proteicas tripartidas AcrAB-TolC BHecoli e MexAB-OprM deP.

aeruginosa sao exemplos de sistemas de efluxo da superfaRNI2 (163).

A

Compasto
anbimicreblanc

Membrana
TolC externa
- AcrA
H
AcrB
G Membrana
plasmatica
Citoplasma

H™ 4 compaosta
antimicrobiana

Figura 1.7. Representacdo esquematica da bomba ddluxo AcrAB-TolC da
superfamilia RND (A) e modelo estrutural para os tansportadores RND e

respectivos motivos conservados (Bhdaptado de (61, 102).

3.5.1.5. Familia “multidrug and toxic compound extusion” (MATE)

Os transportadores da familia MATE, classificadug@ormente como membros da
superfamilia MFS devido a semelhanca na topologemibnanar, sdo actualmente
reconhecidos como uma familia distinta de tranggores, uma vez que nao
apresentam homologia de sequéncias para as potBIR8 (61). Os membros da
familia MATE sdo compostos, aproximadamente, pd) #siduos de aminodcidos,

com 12 segmentos transmembranares (61, 102).
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Estes sistemas de efluxo utilizam a FMP ou o gradi¢ransmembranar de ides
sédio como fonte de energia para a extrusdo deastisesubstratos, como corantes
cationicos, fluoroquinolonas hidrofilicas e aminogsideos (Figura 1.8) (61, 102).

Como exemplo de bombas de efluxo, descritas natlite, pertencentes a familia
MATE, citam-se a PmpM dB. aeruginosa, MepA deS. aureus e NorM deNeisseria
meningitidis (61, 95).

Compasta
antimicrobiana Mat

Membrana
plasmatica

Composto
antimicroblana

Figura 1.8. Representacdo esquematica da bomba ddluxo NorM da familia
MATE. Adaptado de (61).

3.5.2. Bombas de efluxo em micobactérias

A primeira evidéncia indirecta da presenca de wstesia proteico de extruséo de
compostos antimicrobianos em micobactérias surgim @ emergéncia de estirpes
resistentes as fluoroquinolonas, apds a introddedta classe de antibioticos na terapia
de tuberculose pulmonar multirresistente (8, 13®)1Takiff et al., em 1996, através
da utilizacdo deM. smegmatis como modelo genético pardl. tuberculosis,
seleccionaram um gene que confere resisténcia ide bével as fluoroquinolonas e
aumenta a frequéncia de mutacfes associadastémesidde alto nivel quando presente
num plasmideo multicopia (134). Este gene denominHdA, de “low-level
fluoroquinolone resistance”, codifica para uma bamile efluxo pertencente a
superfamilia MFS, a LfrA (134).

Actualmente, encontram-se identificadas e caraetgas geneticamente diversas
bombas de efluxo micobacterianas, a maioria pestetw as superfamilias
transportadoras MFS e ABC (1, 26, 38 122, 134, .1#2yuns destes sistemas

transportadores presentes em micobactérias, damscdaté a data na literatura,

encontram-se sumariados na Tabela 1.4.
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Tabela 1.4. Caracterizacdo de bombas de efluxo mibacterianas associadas a
susceptibilidade reduzida a compostos antimicrobiasse Adaptado de (38, 71, 142).

Familia _ . o
Bomba de efluxo Micobactéria Resisténcia
transportadora
Fluoroquinolonas,
EfpA MFS M. tuberculosis  acriflavina, brometo de
etidio
M. smegmatis .
Tet(V) MFS M. fortuitum Tetraciclina
M. fortuitum Tetraciclina,
Tap MFS M. tuberculosis aminoglicosideos
P55 MES M. bovis . T.etracl:lclln'a,
M. tuberculosis aminoglicosideos
Rv1634 MFS M. tuberculosis Fluoroquinolonas
Rv1258c MFS M. tybercu!ogs Rifampicina, ofloxacina
(estirpe clinica)
Fluoroquinolonas,
. acriflavina, brometo de
LirA MFS M. smegmatis etidio, compostos de
amonio quaternarios
Eritromicina, brometo
MmR SMR M. tuberculosis de etidio, acriflavina,
safranina O, pironina Y
MmpL7 RND M. tuberculosis Isoniazida
Sistema Pst ABC M. smegmatis Fluoroquinolonas
Tetraciclina,
eritromicina, etambutol,
DrrAB ABC M. tuberculosis norfloxacina,
estreptomicina,
cloranfenicol
Operao Rv2686¢- ABC M. tuberculosis Fluoroquinolonas

Rv2687c-Rv2688c

Legenda: MFS, Superfamilia “Major Facilitator’; SMRamilia “Small Multidrug Resistance”; RND,

Superfamilia “Resistance-nodulation-cell divisioABC, Superfamilia “ATP-Binding Cassete”.
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3.5.2.1. Bombas de efluxo em. smegmatis

O genoma dé&1. smegmatis compreende diversos genes que codificam para ®mba
de efluxo putativas, pertencentes as cinco claskestransportadores referidas
anteriormente, com especial predominio da supeditanMFS (70). Estudos de
comparacao entre estas proteinas e as bombasute eilitativas descritas eM.
tuberculosis revelaram homologias até 81% de identidade nagse@s animoacidicas
(Tabela 1.5) (70). Apesar da presenca de um graddeero de genes codificantes para
bombas de efluxo putativas dvh smegmatis, com a excepcdo d&A, a contribuicdo
destas unidades funcionais genéticas para a regsstétrinseca e adquirida deste

microrganismo aos antimicrobianos néo é totalmemtepreendida (70, 134).

Tabela 1.5. Classificagdo e identidade de residuase aminoacidos de algumas
bombas de efluxo putativas deM. tuberculosis H37Rv e M. smegmatis mc*155
Adaptado de (70).

Gene(s) de Gene(s) de ) Identida_lde,d(_a residuos de
M. tuber culosis M. smegmatis Familia ammqaudos (%) |
(M. tuberculosis vs M. smegmatis)
Rv1145-Rv1146 4208498-6201 RND 62
Rv1250 4074929-349% MFES 63
Rv1258c {ap) 4057327-7998  MFS 67
Rv1410c (P55) 2073408-1882 MFS 69
Rv1634 28147963420 MFES 64
Rv1819c 33958757779 ABC 63
Rv1877 255550527438 MFES 58
Rv2136¢ 32034682646 ABC 73
Rv2836¢ 1641611-2909 MATE 74
Rv2846¢ €pA) 1629942-31402 MFS 81
Rv2994 13937782456 MFES 54
Rv3065 (mr, entE) | 2666199-373 SMR 40
Inexistente IfrA MFS N&o aplicavel

Legenda: RND, Superfamilia “Resistance-nodulatieli-adivision”; MFS, Superfamilia “Major
Facilitator”; ABC, Superfamilia “ATP-Binding Cass8t MATE, Familia “multidrug and toxic

compound extrusion”; SMR, Familia “Small Multidr&gsistance”.
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Como referido anteriormente, a proteina LfrA, idfecada emM. smegmatis, foi a
primeira bomba de efluxo funcional a ser descrita micobactérias (134). Este
transportador, pertencente a superfamilia MFS, ceemge 14 segmentos
transmembranares e apresenta homologia de seguénoiabomba de efluxo QacA de
S aureus, partilhando 35% de identidade e 60% de similaledél34). A bomba de
efluxo LfrA tem sido associada a resisténcia dedaivel a fluoroquinolonas, brometo
de etidio (EtBr), acriflavina, doxorrubicina e rotiaa 123, quando presente num
plasmideo multicépia (70, 73, 116, 134).

A expressao de LfrA é regulada por um repressostricional putativo da familia
TetR, denominado LfrR, codificado pelo gdfi®R que se encontra na regido a montante
de IfrA (18, 37, 70). Os gend&A e IfrR sdo cotranscritos por um gene promotor
comum, e a repressao da transcricdo do opR# ocorre através da ligacao de LfrR a
regiao promotora dérR-IfrA (18).

Na auséncia de substratos especificos da bombéude &frA, o nivel basal da
expressdo dHrA é minimo, provavelmente devido ao facto da expres®nstitutiva
deste gene ser apenas necessaria na presencacdegiestos (18). Esta caracteristica
assemelha-se ao controlo de TetA por TetR, ondersiica que a expressao thtA é
muito baixa na auséncia de tetraciclina (18, 52pducéo da expressao de LfrA resulta
da interaccdo directa dos substratos com as makcrgpressoras, através da
interferéncia na ligacdo de LfrR ao gene operadmmyltando em niveis elevados de
expressao derA (18).

Deste modo, o repressor LfrR actua como moderadomanutengdo de um
equilibrio na producgédo LfrA, de forma a prover asessidades fisiologicas e facilitar a
adaptacdo deM. smegmatis as alteracdes ambientais, incluindo a terapéutica

antimicrobiana (18).
3.5.3. Inibidores de bombas de efluxo
Com a identificacédo e caracterizacado de sistemaflubed que conferem resisténcia
clinica aos antimicrobianos, tem surgido um intege® desenvolvimento de uma nova

classe de agentes potenciadores da accao an@ibdiiie actuam como inibidores de

bombas de efluxo (IBEs) (59, 65, 76). Estes agestgmm co-formulados ou co-
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administrados com os antibiéticos apropriados, nabmdagem terapéutica adjuvante
semelhante a actual combinacagdactamicos com inibidores ¢elactamases (76).

Existem, actualmente, diversas estratégias de ohwisefluxo de compostos
antimicrobianos, nomeadamente utilizando molécgla®m uma estrutura analoga a
estes tornando-os menos susceptiveis de serem adosheatravés de anticorpos
dirigidos contra as proteinas constituintes dasbdasmnou por inactivacdo dos préprios
genes através do bloqueio da sua transcricdo ductia (46, 57, 76, 79, 139). Os
estudos mais promissores vdo no sentido da inil@xteusdo através de substancias
inibidoras da actividade exportadora das bombasftlxo ao interferirem com a
energia para o transporte activo (63, 139).

Durante a ultima década diversos IBEs foram ideatiios (61). O MC-207,100
fenilalanil-arginil3-naftilamida (Figura 1.9A), o primeiro IBE descrjtmibe de forma
efectiva as quatro bombas de efluxo com relevadiéimca emP. aeruginosa, bem
como transportadores RND semelhantes de outraérizacGram-negativas (63).

Diversos grupos de IBEs com origem noutras argapéaticas tém sido avaliados
como potencial ponto de partida para o desenvohionge compostos potenciadores da
accdo antibidtica (76). Como exemplo destes coropasticontram-se: (i) a reserpina
(Figura 1.9B), um alcaloide isolado das raizes thntp Rauwolfia serpentina, com
accao anti-hipertensiva e neuroléptica, originabmedentificada como inibidor das
bombas de efluxo Bmr dBacillus subtilis e NorA deS aureus; (ii) o verapamil (VP)
(Figura 1.9C), um bloqueador dos canais de caldm @ctividade inibitéria da P-
glicoproteina e de diversas bombas de efluxo hiaotes pertencentes a superfamilia
ABC, incluindo a LmrA del. lactis; (iii) as fenotiazinas, como a tioridazina (TZ) e
clorpromazina (CPZ) (Figuras 1.9D e I.9E), antagtas dos receptores de dopamina e
inibidores da calmodulina, utilizados clinicamentemo agentes neurolépticos e
antiemeéticos, que inibem a actividade das ATPasgerntlentes de célcio, inibindo
processos de transporte; (iv) e o carbonil cianetdorofenilhidrazona (CCCP) (Figura
[.9F), um desacopolador de protdes que interfemre@éMP (38, 63, 76, 82).

No entanto, € de assinalar que a actividade peatéod da accdo antibidtica
demonstrada pela maioria destes compostos IBEsagsparorre com concentragoes
significativamente superiores as clinicamenteaadas nos outros ambitos terapéuticos
(76).
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Figura 1.9. Estrutura quimica de compostos com actidade inibitéria de bombas
de efluxo. A - fenilalanil-arginil3-naftilamida, B — reserpina, C — verapamil, D —
tioridazina, E — clorpromazina, F - carbonil ciangt-clorofenilhidrazona. Adaptado de
(2, 79).

4. Métodos para a deteccao do transporte de compostagavés da parede celular
bacteriana

Os métodos comummente utilizados para a detecciansporte de compostos
através da parede celular bacteriana, sdo métodigsneges em termos de processo e
equipamento e cujos resultados sdo pouco pre@49psFao exemplo destes métodos a
utilizacdo de antibioticos marcados radioactivament com metais pesados. Nestes, as
bactérias sdo incubadas com antibiéticos marcadas,presenca e auséncia de
inibidores, séo filtradas, e o sinal desses filttosepois medido em contadores de
cintilacbes ou as células observadas ao microsamosinal quantificado contra os
controlos (11, 81). Outros ensaios, mais simpliescibs e precisos utilizam compostos
fluorescentes como o EtBr para detectar o infliufaulagcdo deste composto e a sua
extrusdo pelas bombas de efluxo, na presenca aisén@a de inibidores usando
detectores de fluorescéncia (143, 144).
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Um dos métodos utiliza EtBr em placas de agar entssa capacidade das bombas
de efluxo expelirem ou ndo o substrato EtBr (839std método, a avaliacdo da accdo
dos IBEs é realizada através da adicao destes abosped composicao do agar utilizado
nas placas (81). Um desenvolvimento desse métadopm base a utilizacdo do
termociclador em tempo real Rotor-GEBAG000 (Corbett Research, Sydney, Australia)
e baseia-se na observacdo do transporte em terapaloeEtBr (143, 144). Tal é
possivel devido as caracteristicas e precisdo dopagento e a metodologia
desenvolvida, uma vez que o Rotor-G&h&000, desenvolvido para a reaccdo em
cadeia da polimerase em tempo real, permite a or@atdo da excitagdo por
fluorescéncia resultante da ligagdo de compostawdscentes ao material celular e
permite, em tempo real, obter-se uma estimativaeigaedo balanco entre a entrada de

EtBr nas células e a sua saida por efluxo.
5. Objectivos do trabalho

Neste trabalho propomo-nos a estudar e avaliar rdrilsoicdo da reducdo da
permeabilidade e da actividade dos sistemas deroeflativos para a multirresisténcia
aos antimicrobianos em micobactérias, através iiaago deM. smegmatis como
modelo genético.

Para o efeito iremos comparar a capacidade de dagaoue extrusao de EtBr, um
substrato universal de bombas de efluxo utilizaglma marcador de transporte, pela
estirpe selvagerM. smegmatis mc®155 com mutantes para LfrA e MspA, a principal
bomba de efluxo e porina di& smegmatis, respectivamente, na presenca e auséncia de
IBEs, e correlacionar os resultados obtidos comesggectivos perfis da susceptibilidade
aos antibioticos na presenca e auséncia dos mexmygEstos com acc¢ao inibitoria do
efluxo.

A obtencdo do perfil antibidtico sera realizadaoreendo a determinacdo da
concentracdo minima inibitéria em microplaca dep8¢€os, e a avaliacdo do transporte
de EtBr, através de dois métodos fluorimétricos, emm microplaca de 96 pocos,
desenvolvido no decorrer deste trabalho (80), eoasgmi-automatico em tempo real
(143).
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Dos resultados obtidos através das diversas megids| seleccionaremos um dos
antibioticos onde a actividade dos IBEs foi maign#icativa, e procederemos a
avaliacdo da acumulacéo/retencdo deste antibiotm@cado com um isGtopo
radioactivo de carbono.

Com este estudo procuraremos contribuir para urnezmmento mais aprofundado
de dois dos principais mecanismos responsaveis pefasténcia intrinseca
micobacteriana a diversos antimicrobianos, conadi#ercomo um importante factor
facilitador na aquisicdo e estabilizacdo de umirpattio genético que conduz ao

desenvolvimento de resisténcia de alto nivel enobaictérias.
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Il - MATERIAL E METODOS

1. Material

1.1. Material biol6gico

As estirpes deM. smegmatis utilizadas neste estudo encontram-se descritas
sumariamente na Tabela I.1. As estirpessmegmatis SMR5, M. smegmatis MNO1 e
M. smegmatis ML10 foram gentilmente cedidas por Michael NiedeisDepartamento
de Microbiologia, Universidade de Alabama, Birmiagh Alabama, Estados Unidos da
Ameérica); as estirpedM. smegmatis XZL1675 e M. smegmatis XZL1720 foram
gentilmente cedidas por Hiroshi Nikaido (Departatoede Biologia Molecular e

Celular, Universidade da Califérnia, Berkeley, @athia, Estados Unidos da América).

Tabela I1.1. Descricdo sumaria das estirpes dd. smegmaitis utilizadas neste estudo.

Estirpes Descricao

mc?155  Estirpe selvagem, derivadaMesmegmatis mc®6 (125)

Estirpe derivada d&l. smegmatis mc®155, resistente & estreptomicina
SMR5  devido a uma mutacdo no gerpsL, presente na proteina ribossémica
S12 (115)

MNO1 Estirpe derivada dd. smegmatis SMR5, deletada no genespA (128)

Estirpe derivada d&l. smegmatis SMR5, deletada nos genaspA e
mspC (131)

ML10

XZL1675 Estirpe derivada dd. smegmatis mc®155, deletada no geiieA (70)

XZL1720 Estirpe derivada dd. smegmatis mc*155, deletada no geffeR (70)

1.2. Meios de cultura e suplementos

Os meios de cultura Middlebrook 7H9 Broth (7H9) éeddlebrook 7H11 Agar
(7H11) foram adquiridos a Difco (Detroit, Estadosidds da América); o suplemento
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acido oleico/albumina/dextrose/catalase (OADC)danecido pela Becton e Dickinson
(Sparks, Estados Unidos da América); o glicerahki@m utilizado como suplemento,
foi comprado a Merck (Darmstadt, Alemanha).

Os meios 7H9 e 7H11, reconstituidos no laboratdieoam esterilizados por
autoclavagem, a 121°C durante 20 minutos a 1 bar.

Na Tabela 1.2 encontra-se descrita a composi¢&ontgios de cultura empregues

neste estudo.

Tabela II.2. Composicdo dos meios de cultura utilados.

Meio de cultura Composigaol/Litro

0.5 g sulfato de amonia; 0.5 g acido L-glutamicd)0Q g
piridoxina; 0.0005 g biotina; 0.04 g citrato deréeamoniacal; 0.04
g citrato de sodio; 1.5 g fosfato monopotassica2®.g sulfato de

7H9
magnésio; 0.0005 g cloreto de célcio; 0.001 g wuléke zinco;
0.001 g sulfato de cobre; 0.00025 g verde de midadlb g de
gelose.
0.5 g sulfato de amonia; 0.5 g acido L-glutamica hAidrolisado
HL1 pancreatico de caseina; 0.001 g piridoxina; 0.@0bistina; 0.04 g

citrato de sodio; 1.5 g fosfato dissddico; 0.05 wfato de

magneésio; 0.001 g verde de malaquite; 15 g degelos

Legenda: 7H9, Middlebrook 7H9 Broth; 7H11, Middlebk 7H11 Agar.
1.3.Reagentes e solucbes

Os antibiéticos STR, INH, RIF, ETB, amicacina (AMKjiprofloxacina (CIP) e
eritromicina (ERY), o substrato de bombas de efl&tBr, os IBEs, TZ, CPZ, VP e
CCCP, e a glucose foram adquiridos a Sigma Aldgafmica S.A. (Madrid, Espanha);
o antibiético claritromicina (CLT) foi comprado ababoratérios Abbott (Abbott Park,
Estados Unidos da América); &C]-eritromicina e o liquido de cintilagdo cocktail
ULTIMA GOLD F foram adquiridos a PerkinElmer (Sansé@, Estados Unidos da

América).
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A concentragdo “stock” e as condigbes de armazemamdos antibidticos e

compostos encontram-se descritas na Tabela 11.3.

Tabela 11.3. Concentracéo “stock” e condi¢cdes de amazenamento dos antibioticos

e compostos utilizados.

Reagente Concentracgao “stock” Armazenamento
STR 3.4 mg/mL em &gua bidestilada estéril -20°C
INH 3.4 mg/mL em &gua bidestilada estéril -20°C
RIF 3.4 mg/mL em metanol -20°C
EMB 3.4 mg/mL em &gua bidestilada estéril -20°C

AMK 3.4 mg/mL em agua bidestilada estéril -20°C
CIP 3.4 mg/mL em agua bidestilada estéril -20°C
CLT 3.4 mg/mL em metanol -20°C
ERY 3.4 mg/mL em metanol -20°C
EtBr 10 mg/mL em agua bidestilada estéril 4°C
TZ 10 mg/mL em agua bidestilada estéril -20°C
CPz 10 mg/mL em agua bidestilada estéril -20°C
VP 15 mg/mL em agua bidestilada estéril -20°C

CCCP 10 mg/mL em agua bidestilada estéril e me{dnb) Tzrrnn;t))ieerﬁ;gra

Glucose 20% (p/v) em agua bidestilada estéril -20°C

Legenda: STR, estreptomicina; INH, isoniazida; Rifgmpicina; EMB, etambutol; AMK, amicacina;
CIP, ciprofloxacina; CLT, claritromicina; ERY, exmicina; EtBr, brometo de etidio; TZ, tioridazina;

CPZ, clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carboiaiheto m-clorofenilhidrazona.

Os antibidticos e compostos, em que foi utilizadaaabidestilada estéril para a
preparacdo da solugdo “stock”, foram esterilizagos filtracdo através de um filtro
para seringa com poros de 0.pPn, adquiridos a Carl Roth GmbH (Karlsruhe,

Alemanha).
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O tampéo fosfato salino (PBS) sob a forma de tablédi comprado a Sigma
Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espanha), e a sueerdstacdo foi realizada por

autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos a 1 bar.

2. Métodos

2.1. Determinacédo da concentracdo minima inibitéria (CM)

A determinacdo da CMI dos antibiéticos ou compogiasg as estirpes dé.
smegmatis em estudo foi realizada pelo método da microdiloigm meio liquido,
segundo as recomendacdes do “Clinical and Labgré&tandards Institute” (CLSI)
para a determinacéo de CMIs de micobactérias deinrento rapido (27).

As estirpes foram inoculadas em meio 7H9 suplerdenttom 10% de OADC
(7TH9/OADC), e incubadas a 37°C com agitacdo a @@@des por minuto (rpm), até as
culturas atingirem uma densidade oOptica (DO) deau comprimento de onda de 600
nm (DGsog), medida num espectrofotometro PU 8620 (Philipgr8ific, New Jersey,
Estados Unidos daméricg. Seguidamente, foi preparado um indculo inicted\aes da
diluicdo da cultura em tampao PBS, até a suspdres@eriana apresentar uma turvacao
equivalente ao n° 0.5 da escala de McFarland. Cuiadinal foi obtido mediante a
realizacdo de uma diluicdo a 1:100 desta susp@amaneio 7H9/OADC.

Numa microplaca de 96 pocos, para um volume dentL]l foram executadas
diluicbes seriadas de Y2 dos antibidticos e composta meio 7H9/OADC, sendo
posteriormente adicionadas aliquotas de 0.1 mL rdizulo final. O calculo da
concentracao final dos antibiéticos ou compostose@izado para um volume final de
0.2 mL.

Como controlo foram utilizados um po¢o com 0.2 nd_rdeio 7H9/OADC, um
poco com 0.2 mL de meio 7H9/OADC e in6culo, e unggpoom 0.2 mL de meio
7H9/OADC e reagente/composto testado, correspondeespectivamente, ao controlo
do meio de cultura, controlo de crescimento e ctmtto reagente/composto testado.

Os controlos e diluicbes para a determinacao dad fokdm realizados em
duplicados em todos os ensaios.
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Para a avaliacdo do efeito dos IBEs na CMI dosb#itos utilizados, foi
adicionado cada um dos IBEs a testar, a ¥ da sula &Mliluicbes com antibidtico,
antes do acréscimo do indculo final.

ApoOs selagem das microplacas, estas foram colo@dazibar a 37°C até o poco
controlo de crescimento apresentar desenvolvimeisigel (aproximadamente 2 dias
para as micobactérias de crescimento rapido). @rvdh CMI correspondeu a
concentracdo mais baixa de antibidtico ou compestaue se verificou a auséncia de

desenvolvimento micobacteriano (27).

2.2. Avaliagéao da actividade das bombas de efluxo

2.2.1. Método do brometo de etidio em microplaca de 96 pos

A avaliacao inicial do transporte do EtBr através phrede celular das diversas
estirpes deM. smegmatis em estudo, foi realizada através da utilizacadoude
microplaca de 96 pocos contendo meio 7H9/OADC concentracdes crescentes de
EtBr.

O método do brometo de etidio em microplaca ded@®$ adaptado do método do
brometo de etidio em placa (81), devido ao seuobamsto e simplicidade, foi
recentemente desenvolvido na unidade de Ensineestlgacdo em Micobactérias no
ambito desta Tese de Mestrado e utilizado iniciatemeomo rastreio na demonstracao
da actividade das bombas de efluxo Emcoli (80), tendo apresentado resultados
fidveis e reprodutiveis. Para a utilizagdo destmdweemM. smegmatis foi necessaria a
alteracéo do protocolo, devido a morosidade docsescimento em relacdo a estirpe
anteriormente mencionada.

Apds o crescimento inicial das estirpes Mesmegmatis em meio 7H9/OADC a
37°C com agitacdo a 220 rpm, até atingirem umgefd2 0.8, diluicdo da cultura em
tampéo PBS até a suspensédo bacteriana apreserdaumacio equivalente ao n° 0.5
da escala de McFarland, e preparacao do in6cub dinaves da diluicdo da suspenséo
anterior a 1:100 em meio 7H9/OADC, foi preparadaaumcroplaca de 96 pocos, na
qual, para um volume de 0.1 mL, foram realizadasqdies seriadas a ¥2 de EtBr em

meio 7H9/OADC, sendo posteriormente adicionada alicgota de 0.1 mL do in6culo
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final. A concentrag&o final do EtBr foi calculadar@ um volume final de 0.2 mL e
variou entre 0.016 e 8jy/mL.

Como controlo foram utilizados um po¢o com 0.2 ne_rdeio 7H9/OADC e um
poco com 0.2 mL de meio 7H9/OADC e indculo, coreesfendo, respectivamente, ao
controlo do meio de cultura e ao controlo de creenio. Foi ainda utilizado um
controlo de fluorescéncia residual, constituido yoa linha de pocos da microplaca,
contendo meio 7H9/OADC e diluicdes seriadas de ,EédBgual ndo foi adicionada
inoculo.

As microplacas foram incubadas a 37°C até o poguralo de crescimento
apresentar desenvolvimento visivel (aproximadam@ntias para micobactérias de
crescimento rapido). A analise da emissédo de fhoérecia e o registo fotografico foi
realizado sob luz UV, no transiluminador Moleculaager Gel Doc XR System (Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, Estados UnidoSnokrica).

A fluorescéncia emitida resulta da ligacdo trartsieso EtBr, retido no espaco
periplasmico ou junto a face interna da pareddarla diversos componentes celulares
como &cidos nucleicos e proteinas. Acima de umaerdracdo de saturacdo, que
permite que a concentracdo de EtBr seja tal que astja zonas mais interiores da
célula e se intercale no ADN bacteriano, a ligad@d&tBr torna-se irreversivel e causa
a inviabilidade celular. Em todas experiéncias izadhs no decurso desta tese
utilizaram-se concentragdes de EtBr abaixo de ¥%ZMbadeste substrato de bombas de
efluxo para cada estirpe utilizada.

A auséncia de fluorescéncia nos pocos da microplgoa apresentem
desenvolvimento micobacteriano indiciam a preselecanecanismos de efluxo, pois, as
células ao bombearem o EtBr impedem a sua inteatdo, minimizando a emissdo de
fluorescéncia. Este método comparativo mede assjoaatidade total de fluorescéncia
emitida pela estirpe em estudo comparada com gpestiontrolo para a mesma
concentracdo de EtBr apos 2 dias de incubacao.tQuaaior a fluorescéncia, maior a
acumulacao/retencdo de EtBr, menor a capacidadefldeo/extrusdo ou maior a

permeabilidade ao EtBr.
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2.2.2. Método fluorimétrico semi-automatico

A avaliacdo da acumulacdo e da extrusdo de EtBrestipes deVl. smegmatis
estudadas foi realizada através de um meétodo ffiddrico semi-automatico em tempo
real desenvolvido na Unidade de Ensino e Invesiigagn Micobactérias do Instituto
de Higiene e Medicina Tropical (108, 143).

A monitorizacdo em tempo real do transporte de HEftavés da parede celular
implica uma diferenciacéo entre o sinal de fluokes@ emitida por este fluorocromo
em solucao, e apds entrada na célula e ligacasigraa com os componentes celulares
junto a face interna da parede celular. Em solug&dBr apresenta um sinal minimo de
fluorescéncia, mas ap0s a sua transposicao parimimtracelular este sinal aumenta
drasticamente.

A deteccéo fluorimétrica em tempo real deste dmiakalizada através da utilizagdo
do termociclador de tempo real Rotor-GBhe3000. O EtBr concentrado
intracelularmente, quando excitado a um comprimeet@nda de 530 nm emite uma
fluorescéncia que pode ser detectada através ddiluon “high-pass” (permite a
deteccdo de todos os sinais superiores a este icoempos de onda) de 585 nm (108,
143).

2.2.2.1 Ensaios de acumulacao

As células micobacterianas foram crescidas em rieibl/OADC a 37°C com
agitacdo a 220 rpm, até atingirem umagh@e 0.8. Aliquotas de 1 mL das culturas
foram centrifugadas a 13000 rpm durante trés m@atbemperatura ambiente, numa
microcentrifuga Heraeus Biofuge Pico (DJB Labcatd, INewport Pagnell, Reino
Unido), o sobrenadante foi descartado, e o “peleatado com 1 mL PBS (pH 7.4) e
ressuspenso em 1 mL desta solucdo tampao. Apdoste dia D@y a 0.4 foi adicionada
glucose, de modo a se obter uma concentracao dmd.4%. Seguidamente, foram
adicionadas aliquotas de 0.095 mL da suspensadmauimriana e 0.005 mL da solucao

de EtBr com a concentracéo final desejada, em migos de 0.2 mL (108).
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O efeito dos IBEs na acumulacéo de EtBr foi deteahd através da adicao de 0.005
mL de cada composto a microtubos de PCR de 0.2antendo aliquotas de 0.095 mL
da suspenséao bacteriana e EtBr.

Os microtubos foram colocados no Rotor-G&n&000, e a fluorescéncia foi medida
a cada 60 segundos durante 60 minutos, a 37°@gsatda utilizacdo de um filtro de
excitagcao para comprimentos de onda de 530 nm “pass’ e um filtro de deteccgao

para comprimentos de onda 585 nm “high-pass” (188).

2.2.2.2 Ensaios de efluxo

As estirpes deM. smegmatis foram cultivadas em meio 7H9/OADC a 37°C com
agitacao a 220 rpm, até apresentarem umgd@ 0.8. Aliguotas de 1 mL das culturas
foram centrifugadas a 13000 rpm durante trés miatéemperatura ambiente, numa
microcentrifuga Heraeus Biofuge Pico, o sobrenaddni descartado, e o “pellet”
lavado e ressuspenso com 1 mL PBS (pH 7.4). Comsomanitorizacdo do efluxo de
EtBr em tempo real sdo necessarias células comeleawada concentracao intracelular
deste fluorocromo, ap6s o ajuste dasR@ 0.4, as micobactérias foram expostas a
condi¢cdes que promoveram a acumulagcdo maxima de &tB1 provocar a sua morte
celular: IBE que produziu maior acumulacéo/reterd@&tBr a 2 da CMI, EtBr a %2 da
CMI, e incubacéo a temperatura ambiente durantmif0tos, na auséncia de glucose
(143), para o passo que comummente se designa rdega@mento. As células
micobacterianas carregadas com EtBr foram depoisiitgjadas a 13000 rpm durante
trés minutos a temperatura ambiente, numa microteyd Heraeus Biofuge Pico, o
sobrenadante foi descartado, e o0 “pellet” ressisgspem PBS sem EtBr, para lavagem.
Seguidamente foi adicionada glucose, de modo &t ama concentracdo final de
0.4%, e foram transferidas aliquotas de 0.095 mkudpensdo micobacteriana e 0.005
mL dos respectivos IBEs em microtubos de 0.2 mi8)10

Ap6s a colocacdo dos microtubos no Rotor-G8r8900, a fluorescéncia foi medida
a cada 30 segundos durante 30 minutos, a 37°@gatda utilizacdo de um filtro de
excitagcado para comprimentos de onda de 530 nm “pass’ e um filtro de detecc¢ao
para comprimentos de onda 585 nm "high-pass” (188).

39



A andlise comparativa dos resultados de efluxodalizada através da normalizagédo
dos dados obtidos pelo Rotor-GEAe3000. A fluorescéncia produzida pelas células
micobacterianas carregadas com EtBr e impedidafiubar, através da accéo do IBE e
auséncia de glucose, foi definida como o valorldaréscéncia maxima (fluorescéncia
relativa equivalente a 1) que pode ser obtido daram ensaio. A fluorescéncia relativa
dos restantes tubos foi obtida através do ratieed dados de fluorescéncia do efluxo
para cada estirpe testada e o valor de fluorescé@néxima, por unidade de tempo
(108). Cada ensaio foi realizado em triplicado e e&istiu variacdo qualitativa nos

resultados obtidos.

2.2.3. Ensaios de acumulacdo da{C]-eritromicina

A avaliacao da retencao intracelular da eritronaicima presenca e auséncia de IBEs,
foi realizada mediante ensaios de acumulacéo arnilia este antibidtico marcado com
um isotopo radioactivo de carbono.

A cultura das estirpes foi realizada em meio 7HI)QAe incubadas a 37°C com
agitacdo a 220 rpm, até estas atingirem umgy§2f® 0.8. As células foram colhidas por
centrifugacdo a 13000 rpm durante trés minutos rpéeatura ambiente, numa
microcentrifuga Heraeus Biofuge Pico. O sobrenad&itremovido, as células foram
lavadas e ressuspensas em PBS, e god@ ajustada a 0.4 com PBS. Apos a adicao de
glucose para uma concentracéo final de 0.4% eM.6eu[**C]-eritromicina (actividade
especifica de 50 mCi/mmol), o volume total da amaofti dividida por dois conjuntos
de trés tubos. Num conjunto foi adicionado 0.05dolUBE a %2 da CMI e no outro foi
transferido 0.05 mL de PBS. Posteriormente a ing@dalos tubos a 37°C durante 1
hora, as células foram lavadas e ressuspensas €& dRB forma a remover a
eritromicina marcada em suspenséo. Seguidamenae f@tiradas aliquotas de 1 ml, e
filtradas através de filtros Whatman GF/C. Osdgtforam colocados a secar durante a
noite a 37°C e transferidos para frascos de apatilacontendo o liquido de cintilacdo
cocktail ULTIMA GOLD F.

As contagens por minuto (CPM) da'G]-eritromicina presente no interior das
células foi realizado com o auxilio de um contadercintiliagbes Beckman LS6500
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(Beckman Coulter, Fullerton, Estados Unidos da Acagr Os dados obtidos
corresponderam a média das CPM de cada conjuritésdensaios.
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Il - RESULTADOS

1. Caracterizacdo das estirpes dbl. smegmatis

Sendo o objectivo proposto a avaliacdo da cong#muidos sistemas de efluxo
activos e da redugdo da permeabilidade celular paranultirresisténcia aos
antimicrobianos em micobactérias, atraves da afiip deM. smegmatis como modelo
genético, o trabalho foi iniciado pela caractedmaglo perfil de susceptibilidade das
estirpes micobacterianas aos antibioticos, substdg bombas de efluxo, e IBEs e seus
derivados seleccionados para este estudo.

1.1.Determinacdo da CMI dos antibidticos e EtBr para asestirpes deM.

smegmatis

O resultado do perfil de susceptibilidade dos #dtitbs STR, INH, RIF, ETB,
AMK, CIP, CLT e ERY para as estirpes d& smegmatis em estudo, encontra-se
resumido nas Tabela Ill.1.

Nesta tabela foram também incluidas as CMIs pamabstrato universal de bombas
de efluxo (144), EtBr, pois muitas da porinas b@@bas e bombas de efluxo utilizam
0S mesmos canais para promover o influxo e o efilx@antibioticos e substratos de
bombas de efluxo e € objectivo deste trabalho lemio;mar o transporte deste

fluorocromo com a resisténcia aos antibioticosasesstirpes.
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Tabela 1l.1. Valores de CMI dos antibidticos e EtB para as estirpes deM.

smegmatis.
Estirpe CMI ma/L

STR INH RIF EMB AMK CIP CLT ERY EtBr
M.smegmatismc?l55 05 8 4 1 05 025 2 32 40
M.smegmatisXZL1720 05 8 05 1 05 025 2 32 40
M.smegmatisXZL1675 05 4 05 05 05 0.125 2 32 05
M.smegmatisSMR5 ~ >256 128 4 1 05 025 2 32 40
M. smegmatis MNO1 >256 128 8 1 05 025 8 64 8.0

M. smegmatis ML10 >256 128 8 1 05 025 8 64 8.0

Legenda: CMI, concentragdo minima inibitoria; SERtreptomicina; INH, isoniazida; RIF, rifampicina;

EMB, etambutol; AMK, amicacina; CIP, ciprofloxacin@LT, claritromicina; ERY, eritromicina; EtBr,

brometo de etidio.

Da determinacdo das CMIs dos diversos antibiétec&Br, e comparando o perfil
de susceptibilidade das estirpes mutantes comirpeeselvagem, verificou-se que a
auséncia do gendfrA (M. smegmatis XZL1675) promoveu um aumento da
susceptibilidade d&1. smegmatis a INH, RIF, EMB, CIP, e EtBr, 0 que sugere que a
LfrA poderé contribuir para a resisténcia intrirsegleM. smegmatis a estes farmacos
(70).

Através destes ensaios, foi também possivel obsqunea delecdo do gemnespA
(M. smegmatis MNO1) conferiu @M. smegmatis um aumento da resisténcia a RIF, CLT,
ERY e EtBr.

As estirpesM. smegmatis SMR5, M. smegmatis MNO1 e M. smegmatis ML10
apresentaram uma CMI superior a 256 mg/L pararapetnicina, devido a presenca

de uma mutacao no genasL, que confere resisténcia a este antibiotico (115).

1.2. Determinacdo da CMI dos IBEs para as estirpes deél. smegmatis

Os valores de CMI dos IBEs TZ, CPZ VP e CCCP oRtidara as estirpes dé.

smegmatis em estudo, encontram-se descritos sumariamentabearlll.2.
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Tabela Ill.2. Valores de CMI dos IBEs para as estpes deM. smegmaitis.

Estirpe CMI ma/L

TZ CPz VP CCCP
M. smegmatis mc?155 12.5 25 200 12.5
M. smegmatis XZL1675 6.25 25 200 12.5
M. smegmatis XZL1720 12.5 25 200 12.5
M. smegmatis SMR5 12.5 25 400 25
M. smegmatis MNO1 12.5 25 400 25
M. smegmatis ML10 12.5 25 400 25

Legenda: CMI, concentracdo minima inibitoria; Tidritlazina; CPZ, clorpromazina; VP, verapamil,

CCCP, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona.
2. Avaliacao do transporte de EtBr emM. smegmatis

2.1. Estudo do transporte de EtBr emM. smegmatis pelo método do brometo de

etidio em microplaca de 96 pocos

O transporte de EtBr nas estirpesMlesmegmatis foi inicialmente avaliado através
do método do brometo de etidio em microplaca dep®¢os (80). Este método,
adaptado no decorrer da elaboracdo deste trabghaotia do método do brometo de
etidio em placa (81), permite o rastreio da actige&lde bombas de efluxo bacterianas, e
baseia-se na premissa de que a concentracdo md@nkgBr presente no meio de
cultura liquido, para a qual as bactérias depasitamd pogco apresentam fluorescéncia,
corresponde ao limite maximo de extrusdo destedtiromo (80, 144).

Da exposicao inicial das estirpes Be smegmatis a concentragdes crescentes de
EtBr (Figura 111.1), foi possivel observar que dirpe XZL1675 QlfrA) fluoresceu a
uma concentracdo 0.125 mg/L de EtBr, inferior dstaga para a estirpe selvagem
mc?155, de 0.25 mg/L. Esta reducdo no valor da cormei para a qual se detecta
fluorescéncia, indica uma diminuicdo da actividade extrusdo originada pela
inactivacdo da bomba de efluxo. Em relagédo a esKzl.1720 QIfrR), esta fluoresceu

a uma concentracdo 0.5 mg/L de EtBr, superior &rommada para nmit55. A

44



expressdo constitutiva da LfrA nesta estirpe coesultado da delecédo do repressor
LfrR podera ser responsavel pelo resultado obthle@missdo de fluorescéncia nas
estirpes MNO14AmspA) e ML10 AmspA AmspC), teve 0 seu inicio a uma concentragcao
de 0.5 mg/L de EtBr, superior a observada na espigrental SMR5, de 0.25 mg/L.
Este resultado podera ser consequéncia de um diecoéda taxa de influxo de EtBr
devido a delecédo das porinas, e em particular d@AMgma vez que nao se registou
nenhuma diferenca na fluorescéncia emitida porrastante (MNO1) e o mutante com
a dupla deleccdo de MspA e MspC (ML10).

|EtBr] mg/L
10 05 025 0.125 0063 0032 0016 0000

O M. smegmatis mct155

O M. smegmatis XZL1675

M. smegmatis XZL1720
M. smegmatis SMRS
M. smegmuatis NINO1
M. smegmatis ML10

Controlo EtBr

X - poco vazio

Figura Ill.1. Fluorescéncia exibida pelas estirpesle M. smegmatis, no método do
brometo de etidio em microplaca de 96 pocgoskFluorescéncia observada no
transiluminador Molecular Imager Gel Doc XR Syst&s.circulos brancos a volta dos
pocos indicam o inicio da fluorescéncia. As essimmef155 e SMRS5 fluorescem a uma
concentracdo de 0.25 mg/L de EtBr; as estirpes XZ01MNO1 e ML10 fluorescem a
uma concentracdo de 0.5 mg/L de EtBr; a estirpe 2&Zb fluoresce a uma
concentracdo de 0.125 mg/L de EtBr.

Estes resultados sdo concordantes com os obtidasapeterminacéo das CMIs de
EtBr para estirpes dbl. smegmatis (Tabela 11l.1), onde se registou um aumento da

susceptibilidade a este fluorocromo pela delecadataba de efluxo LfrA, e uma

45



reducdo da mesma, na auséncia da porina MspAgaeifdo, deste modo, os resultados
anteriores, e colocando a hipétese de o EtBr enaarcélulas dél. smegmatis pela

porina MspA e ser extrusado preferencialmente petaba de efluxo LfrA.

2.2.Estudo do transporte de EtBr emM. smegmatis pelo método fluorimétrico

semi-automatico

Os métodos anteriores permitem avaliar a suschgtite de cada estirpe ao EtBr,
quer do ponto de vista de acumulacao interna, dgi@mibicdo da replicacdo, e sdo uma
medida indirecta da capacidade de transporte tlastéforo.

Tendo sido detectadas alteragfes, pelos métodesames, no influxo e efluxo de
EtBr como consequéncia provavel da delecdo dasgsoMspA e MspC, e da bomba
de efluxo LfrA e do seu repressor LfrR, respectigate, foram entdo realizados
estudos mais aprofundados e sobretudo numa abonddgecta, sobre o transporte
deste fluorocromo através da parede celulaMdemegmatis. Para tal, foi utilizado o
método fluorimétrico semi-automatico em tempo reakorrendo a utilizacdo do
termociclador em tempo real Rotor-GEAS000 (80, 108, 143).

2.2.1. Estudo do influxo de EtBr em M. smegmatis pelo método

fluorimétrico semi-automéatico

A andlise inicial do influxo de EtBr eml. smegmatis, pelo método fluorimétrico
semi-automatico em tempo real, foi efectuada asraeéensaios de acumulacdo, onde
as estirpes MNO1 e ML10, deletadas para porinassua estirpe parental SMR5 foram
expostas a concentracdes crescentes deste flusrocomm o objectivo de avaliar a
taxa de entrada de EtBr nas células micobacteridoasnte um periodo de 60 minutos.
O objectivo destes ensaios é a determinacdo d&wcwacao de EtBr a partir da qual se
comeca a detectar acumulacdo nas células. A coac@&atimediatamente abaixo sera a
concentracdo para a qual as células sdo capazesrter um equilibrio entre a sua
entrada por difusdo passiva e a sua extrusao gistesnas de efluxo intrinsecos.

Os resultados da deteccao fluorimétrica da acurala@s diversas concentracdes
de EtBr nas estirpes SMR5, MNO1 e ML10, podem $servados, respectivamente,
nas Figuras 111.2, 111.3 e IIl.4.
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== M. smegmatis SMR5 + EtBr 0.5 mg/L M. smegmatis SMR5 + EtBr 4.0 mg/L
M. smegmatis SMR5 + EtBr 1.0 mg/L == M. smegmatis SMR5 + EtBr 8.0 mg/L
== M. smegmatis SMR5 + EtBr 2.0 mg/L
Figura 1ll.2. Ensaio de acumulacdo emM. smegmatis SMR5 com concentragdes
crescentes de EtBr (0.5 - 8.0 mg/LPs resultados apresentados correspondem a média

aritmética dos valores obtidos em trés ensaiomist

10C 7

8C 1

6C

4C

2C

Fluorescéncia (unidades arbitrarias)

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
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== M. smegmatis MNO1 + EtBr 0.5 mg/L M. smegmatis MNO1 + EtBr 4.0 mg/L
M. smegmatis MNO1 + EtBr 1.0 mg/L == M. smegmatis MNO1 + EtBr 8.0 mg/L
== M. smegmatis MNO1 + EtBr 2.0 mg/L

Figura 111.3. Ensaio de acumulagdo emM. smegmatis MNO1 (AmspA) com
concentracdes crescentes de EtBr (0.5 - 8.0 mg/LQs resultados apresentados
correspondem a média aritmética dos valores ob&doiés ensaios distintos.
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== M. smegmatisML10 + EtBr 0.5 mg/L M. smegmatis ML10 + EtBr 4.0 mg/L
M. smegmatisML10 + EtBr 1.0 mg/L == M. smegmatis ML10 + EtBr 8.0 mg/L
== M. smegmatis ML10 + EtBr 2.0 mg/L
Figura Ill.4. Ensaio de acumulagdo emM. smegmatis ML10 (AmspA AmspC) com
concentracdes crescentes de EtBr (0.5 — 8.0 mg/lQs resultados apresentados

correspondem a média aritmética dos valores ob&dogés ensaios distintos.

Na presenca de glucose e incubacdo a 37°C, de madeximizar o efluxo, a
acumulacdo de EtBr na estirpe SMR5 (Figura lll.8yet o seu inicio a uma
concentracdo de 1 mg/L. Esta concentracdo de HtBesponde a capacidade de
extrusdo dos sistemas intrinsecos de efluxo. Napess mutantes MNOIAMSpA) e M.
ML10 (AmspA AmspC) observou-se um aumento desta concentracdo paré g/L,
respectivamente, como se pode observar nas Figu@s 111.4. De notar igualmente
que, para as concentracfes de EtBr mais elevadasgiL e 8.0 mg/L, o equilibrio
entre o influxo e o efluxo € atingido gradualmemiais tarde para as trés estirpes em
estudo (ndo sendo sequer atingido aos 60 minutasgoastirpe ML10) (Figura 111.2,
[11.3 e 11l.4). Esta diminuicdo da taxa de acumélagle EtBr podera ser consequéncia
da delecado das porinas, uma vez que estes sispgoiagos, nomeadamente a MspA,
estdo descritos como sendo a principal via de @afpara moléculas hidrofilicas dévh
smegmatis (91, 128). Da andlise destes resultados € posgioetluir que a
concentracdo de 1 mg/L de EtBr é aquela que padessela como limite inferior de

acumulagéo para as trés estirpes.
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Com o objectivo de verificar se o decréscimo daradacdo de EtBr nas estirpes
mutantes MNO1 e ML10, era resultante de um sisenefluxo activo ou consequéncia
da reducdo da permeabilidade da parede celuladaevidelecdo das porinas, foram
realizados ensaios de acumulacéo de EtBr a 1 negfirasenca dos IBEs TZ, CPZ, VP
e CCCP a ¥ da CMI, de forma a assegurar que otadsubbservado nao resulta de
uma alteragcéao na viabilidade celular, mas sim,epte se deve exclusivamente ao efeito
do IBE sobre as bombas de efluxo.

Os resultados da acumulacdo de EtBr na presencaBéss nas estirpes SMR5,

MNO1 e ML10, podem observados, respectivamentef-igasas 111.5, [11.6 e 111.7.

0
o
~§ 100+
E
g 80-
n
O
2 60-
g
5
= 40 B
o
3]
c
D 20+
)
q‘_) /—
5 o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
i 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)
== M. smegmatis SMR5 + EtBr 1.0 mg/L M. smegmatis SMR5 + EtBr 1.0 mg/L + TZ (1/2 CMI)

== M. smegmatis SMR5 + EtBr 1.0 mg/L + CCCP (1/2 CMI)== M. smegmatis SMR5 + EtBr 1.0 mg/L + VP (1/2 CMI)
M. smegmatis SMR5 + EtBr 1.0 mg/L + CPZ (1/2 CMI)

Figura III.5. Efeito dos IBEs a %2 da CMI na acumulado de 1 mg/L de EtBr emM.
smegmatis SMR5. Os resultados apresentados correspondem a méiletara dos
valores obtidos em trés ensaios distintos.
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Figura I11.6. Efeito dos IBEs a %2 da CMI na acumula&o de 1 mg/L de EtBr enmM.
smegmatis MNO1 (AmspA). Os resultados apresentados correspondem a média

aritmética dos valores obtidos em trés ensaiosmthist
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== M. smegmatis ML10 + EtBr 1.0 mg/L M. smegmatis ML10 + EtBr 1.0 mg/L + TZ (1/2 CMI)

== M. smegmatis ML10 + EtBr 1.0 mg/L + CCCP (1/2 CMI) == M. smegmatis ML10 + EtBr 1.0 mg/L + VP (1/2 CMI)
M. smegmatis ML10 + EtBr 1.0 mg/L + CPZ (1/2 CMI)

Figura III.7. Efeito dos IBEs a %2 da CMI na acumulado de 1 mg/L de EtBr emM.
smegmatis ML10 (AmspA AmspC). Os resultados apresentados correspondem a média

aritmética dos valores obtidos em trés ensaiogtist

Nas estirpes MNO1 e ML10 (figuras 1.6 e I1.7)anfbi detectado qualquer aumento
da acumulacao de EtBr na presenca dos IBEs testatd® esta sido apenas observada
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para a estirpe parental SMR5 (figura 1ll.5). Derends IBEs utilizados, o VP foi o
inibidor que demonstrou o maior efeito na reduggextruséo de EtBr.

Estes resultados excluem, assim, a possibilidadéirdauicdo da acumulacdo de
EtBr nas estirpes MNO1 e ML10 ser originada por sistema de efluxo activo,
sugerindo claramente uma relacao entre a reduc@erdzeabilidade da parede celular
das estirpes mutantes para as porinas, com a aagdoutio EtBr, estabelecendo-se a

MspA como a principal via de entrada na célula eatea fluorocromo (91, 128).

2.2.2. Estudo do efluxo de EtBr em M. smegmatis pelo método

fluorimétrico semi-automatico

Para a analise do efluxo de EtBr & smegmatis, foram utilizadas as estirpes
XZL1675 e XZL1720, deletadas, respectivamente, pdsamba de efluxo LfrA e para
0 seu repressor, LffR, e a estirpe selvagerfl&ic Estas estirpes foram inicialmente
expostas a concentracdes crescentes de EtBr, de faravaliar a capacidade de
extrusao, e a acumulacdo de EtBr foi detectaddlyganimetria em tempo real, durante
o periodo de 60 minutos.

Nas Figuras 1.8, 111.9 e 111.10 podem ser obsealvs, respectivamente, os resultados
dos en%gios de acumulacéo de EtBr nas estirpdSH)cXZL1675 e XZL1720.
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M. smegmatis mcz155 + EtBr 1.0 mg/L == M. smegmatis mc?155 + EtBr 8.0 mg/L
== M. smegmatis mc®155 + EtBr 2.0 mg/L

Figura 111.8. Ensaio de acumulacdo emM. smegmatis mc155 com concentracdes
crescentes de EtBr (0.5 - 8.0 mg/LPs resultados apresentados correspondem a média

aritmética dos valores obtidos em trés ensaiosmthst
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Figura 111.9. Ensaio de acumulacdo emM. smegmatis XZL1675 (AlfrA) com
concentracdes crescentes de EtBr (0.25 - 8.0 mg/lQs resultados apresentados

correspondem a média aritmética dos valores ob&dogés ensaios distintos.
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M. smegmatis XZL1720 + EtBr 1.0 mg/L == M. smegmatis XZL1720 + EtBr 8.0 mg/L
== M. smegmatis XZL1720 + EtBr 2.0 mg/L

Figura 111.10. Ensaio de acumulagdo emM. smegmatis XZL1720 (AlfrR) com
concentracdes crescentes de EtBr (0.5 — 8.0 mg/lQs resultados apresentados

correspondem a média aritmética dos valores ob&dogés ensaios distintos.

Em relacdo a estirpe mutante deletada para a balmbefluxo LfrA, XZL1675

(figura 111.9), a acumulacéo de EtBr iniciou-seraaiconcentracédo de 0.25 mg/L. Visto
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a acumulacéo de EtBr na estirpe selvagerfil&% (figura 111.8) ter tido inicio a uma
concentracdo de 1 mg/L, estes resultados, maisvemademonstram um aumento da
susceptibilidade da estirpe mutante para o EtBiddear uma diminuicdo da actividade
de efluxo causada pela inactivacdo desta bomb#lde eNo caso da estirpe mutante
XZL1720 (figura 111.10), com a dele¢éo do repressR a acumulacdo de EtBr teve o
seu inicio a uma concentracdo de 2 mg/L, concdiurasta mais elevada que a
observada para a estirpe selvagem®1B%. Como referido anteriormente, estes
resultados podem dever-se a expressao constitdé@va frA nesta estirpe como
consequéncia da delecdo do repressor LfrR (18,E&s resultados estdo de acordo
aos previamente reportados na literatura, descdevarLfrA como o principal sistema
de efluxo envolvido na extruséo de EtBr (70, 73, 1134).

De modo a avaliar o efeito dos IBEs na extrusa&tée, foram efectuados ensaios
de acumulacdo deste fluorocromo na presenca doslores TZ, CPZ, VP e CCCP.
Para as estirpes Ri65 e XZL1720, a concentracdo de EtBr utilizada @dimite
inferior de acumulacao correspondeu a 1.0 mg/lLa Raastirpe XZL1675, de forma a se
poder validar o ensaio comparativo, a concentréigéte seleccionada do fluorocromo
foi de 0.5 mg/L, uma vez que na presenca de corcgE®s superiores de EtBr esta
estirpe apresenta uma acumulacdo de fluorescérlermada (Figura I111.9). A
concentracdo dos IBEs, seleccionada para estesgnsarespondeu a %2 da CMI.

Os resultados da acumulacdo de EtBr na presencéBéissnas estirpes M55,
XZL1675 e XZL1720, podem observados, respectivameards Figuras I11.11, 111.12 e
.13.
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== M. smegmatis mc2155 + EtBr 1.0 mg/L + CCCP (1/2 CMB= M. smegmatis mc®155 + EtBr 1.0 mg/L + VP (1/2 CMI)
M. smegmatis mc?155 + EtBr 1.0 mg/L + CPZ (1/2 CMI)

Figura 111.11. Efeito dos IBEs a ¥2 da CMI na acumuég¢éo de 1 mg/L de EtBr em
M. smegmatis mc?155. Os resultados apresentados correspondem & métigtara

dos valores obtidos em trés ensaios distintos.
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= M. smegmatis XZL1675 + EtBr 0.5 mg/L + CCCP (1/2 CMI= M. smegmatis XZL1675 + EtBr 0.5 mg/L + VP (1/2 CMI)
M. smegmatis XZL1675 + EtBr 0.5 mg/L + CPZ (1/2 CMI)

Figura I11.12. Efeito dos IBEs a ¥2 da CMI na acumuacéo de 0.5 mg/L de EtBr em
M. smegmatis XZL1675 (AlfrA). Os resultados apresentados correspondem a meédia

aritmética dos valores obtidos em trés ensaiosmthist
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Figura 111.13. Efeito dos IBEs a ¥2 da CMI na acumuac¢éo de 1 mg/L de EtBr em
M. smegmatis XZL1720 (AlfrR). Os resultados apresentados correspondem a meédia

aritmética dos valores obtidos em trés ensaiogtist

Como se pode observar nas Figuras 111.11, Ill.52estirpes nfd55 e XZL1675 na
presenca dos IBEs apresentaram um incremento maudgéo de EtBr. O inibidor
mais eficiente neste aumento, em ambas as estifpesy VP, secundado pelas
fenotiazinas, CPZ e TZ. Na estirpe XZL1720 (Figltd.3), foi registado apenas um
ligeiro efeito na acumulacéo de EtBr na presengabidores, tendo sido o VP, o que
demonstrou a maior accdo. Comparativamente a estifl55, este efeito ndo foi tdo
evidente nas estirpes mutantes o que, uma vez cagispora a importancia da bomba
LfrA no efluxo de EtBr enM. smegmatis.

Assim, estes resultados demonstram Nuesmegmatis, na auséncia da bomba de
efluxo LfrA, possui uma maior dificuldade na ex&asde EtBr, e que a delecdo do
repressor LfrR claramente promove um aumento daidade de efluxo deste
fluorocromo.

Com o intuito de confirmar se o efeito dos IBEsanamulacéo de EtBr foi devido a
inibicdo dos sistemas de extrusdo, foram realizatgaios de efluxo de EtBr para as
estirpes mtl55, XZL1675 e XZI1720 (Figuras 111.14, 111.15 d.16).

Estes ensaios permitem visualizar o efluxo ao lodgotempo (30 minutos),
comparando a mesma estirpe na presenca e ausénéiigsl Procura-se nestes ensaios
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proporcionar as células condi¢des optimas de efl8%XeC e 0.4% de glucose) de forma
a potenciar a visualizacdo dos efeitos inibitodos IBEs e comparar capacidades de

efluxo entre estirpes.

w
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8 12

3 Lol = M. smegmatis mc2155 + EtBr (1/2 CMI)
g ' M. smegmtis mc155 + EtBr (1/2 CM)
_8 0.8 + Glucose 4%

3 = M. smegmatis m&155 + EtBr (1/2 CMI)
S 06 + CCCP (1/2 CMI) + Glucose 4%

o M. smegmatis mc2155 + EtBr (1/2 CMI)
S 0.4 + CPZ (1/2 CMI) + Glucose 4%

3 0.21 M. smegmatis m155 + EtBr (1/2 CMI)
g . +TZ (1/2 CMI) + Glucose 4%

S 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ M. smegmatis m155 + EtBr (1/2 CMI)
T 0 3) 10 15 20 25 30 + VP (1/2 CMI) + Glucose 4%

Tempo (min)

Figura I1l.14. Efeito dos IBEs no efluxo de EtBr (12 da CMI) em M. smegmatis
mc?155. Os resultados apresentados correspondem & métigétaa dos valores

obtidos em trés ensaios distintos.

1.2
= M. smegrmatis XZL1675 + EtBr (1/2 CMI)

1.0
M. smegmatis XZL1675 + EtBr (1/2 CMI)
0.8 + Glucose 4%

== M. smegmatis XZL1675 + EtBr (1/2 CMI)

0.6 + CCCP (1/2 CMI) + Glucose 4%

M. smegmatis XZL1675 + EtBr (1/2 CMI)
0.4 + CPZ (1/2 CMI) + Glucose 4%
0.2 M. smegmatis XZL1675 + EtBr (1/2 CMI)

+TZ (1/2 CMI) + Glucose 4%

Fluorescéncia (unidades arbitrarias)

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : M. smegmatis XZL1675 + EtBr (1/2 CMI)
0 5 10 15 20 25 30 + VP (1/2 CMI) + Glucose 4%

Tempo (min)

Figura I11.15. Efeito dos IBEs no efluxo de EtBr (12 da CMI) em M. smegmatis
XZL1675 (AlfrA). Os resultados apresentados correspondem a méifeetara dos

valores obtidos em trés ensaios distintos.
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Figura 111.16. Efeito dos IBEs no efluxo de EtBr (12 da CMI) em M. smegmatis
XZL1720 (AlfrR). Os resultados apresentados correspondem a méiiiettara dos

valores obtidos em trés ensaios distintos.

Os IBEs VP, CPZ e TZ provocaram uma reducao deastcactividade de efluxo de
EtBr nas estirpes mMt55 e XZL1720 (Figuras I11.14 e 111.16), evidenain deste
modo, a sua participacdo activa na inibicdo ddsmeiss de extrusao.

Na estirpe mutante XZL1675, a presenca dos inieslaleu origem a apenas um
ligeiro decréscimo na ja diminuida actividade denef de EtBr, demonstrando deste
modo o papel importante da bomba de efluxo LfrAeriuséo deste composto ém
smegmatis.

O CCCP, comparativamente aos restantes inibidesesiu um reduzido efeito na

inibicdo da extruséo de EtBr.

3. Determinacao da susceptibilidade das estirpes dé. smegmatis aos antibiéticos

na presenca de IBEs

ApoOs a monitorizacdo do influxo e efluxo de EtBrsrdiferentes estirpes dd.
smegmatis estudadas, foi realizada a determinacdo da CMicril@ no ponto 2.1 do
capitulo Materiais e Métodos, para os antibiétisdRR, INH, RIF, ETB, AMK, CIP,
CLT e ERY, na presenca dos IBEs TZ, CPZ, VP e CGCR,da sua CMI, de forma
correlacionar a resisténcia aos antibioticos etiidade de efluxo e influxo de EtBr
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detectada, uma vez que este farmacos utilizamsapaielhantes para entrar e sair das
células micobacterianas (70, 73, 116, 134).

Os valores de CMI, obtidos neste estudo, dos aftitbs STR, INH, RIF, ETB,
AMK, CIP, CLT e ERY na presenca dos IBEs TZ, CPP, & CCCP, para as estirpes
de M. smegmatis, bem como os resultados das CMIs destes antib#tia auséncia dos
IBEs seleccionados, previamente descritos no pbritodeste capitulo, encontram-se
sumariados nas Tabelas 111.3 a I11.10.

Para a garantir que o aumento da susceptibilidadé. dmegmatis aos antibioticos
na presenca dos IBEs, era devida exclusivamenteaaagcdo sinérgica entre ambos, e
ndo, através da inibicdo da replicagdo micobactarias inibidores em estudo foram
utilizados a uma concentracao correspondente aGila

O aumento da susceptibilidade B smegmatis aos antibioticos na presenca dos
inibidores foi considerada significativa, quandoregistou uma reducao superior ou

igual a 4 vezes, do valor da CMI na auséncia dbglores.

Tabela 111.3. Efeito dos IBEs na CMI da STR para asestirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mglt
STR STR+TZ STR+CPZ STR+VP STR+CCCP

M. smegmatis mc?155 0.5 0.125 0.125 0.25 0.5

M. smegmatis XZL1720 0.5 0.25 0.063 0.125 0.5

M. smegmatis XZL1675 0.5 0.125 0.032 0.25 0.25

M. smegmatis SMR5 >256 >256 >256 >256 >256
M. smegmatis MNO1 >256 >256 >256 >256 >256
M. smegmatis ML10 >256 >256 >256 >256 >256

Legenda: CMI, concentragcdo minima inibitéria; STRBstreptomicina; TZ, tioridazina, CPZ,
clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeiclorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas
de efluxo. Os resultados a negrito representamnechacdo significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI

na presenca de um IBE.
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Tabela 111.4. Efeito dos IBEs na CMI da INH para as estirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mglt
INH INH+TZ INH+CPZ INH+VP INH+CCCP
M. smegmatis mc*155 8 8 8 8 8
M. smegmatis XZL1720 8 4 4 4 4
M. smegmatis XZL1675 4 4 4 4 4
M. smegmatis SMR5 128 128 128 128 128
M. smegmatis MNO1 128 128 128 128 128
M. smegmatis ML10 128 128 128 128 128

Legenda: CMI, concentracdo minima inibitéria; INBbniazida; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina;

VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofeidithzona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os

resultados a negrito representam uma reducao isgmif (pelo menos 4 vezes) da CMI na presenca de

um IBE.

Tabela 1lI.5. Efeito dos IBEs na CMI da RIF para asestirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mglt
RIF RIF+TZ RIF+CPZ RIF+VP RIF+CCCP
M. smegmatis mc155 4 2 1 2 2
M. smegmatis XZL1720 0.5 0.125 0.125 0.25 0.5
M. smegmatis XZL1675 0.5 0.125 0.125 0.125 0.5
M. smegmatis SMR5 4 2 1 2 2
M. smegmatis MNO1 8 4 2 4 4
M. smegmatis ML10 8 4 2 4 4

Legenda: CMI, concentragdo minima inibitoria; Riffampicina; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina;

VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofeidithzona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os

resultados a negrito representam uma reducgéo is@mia (pelo menos 4 vezes) da CMI na presencga de

um IBE.
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Tabela 111.6. Efeito dos IBEs na CMI do EMB para asestirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mglt
EMB EMB+TZ EMB+CPZ EMB+VP EMB+CCCP
M. smegmatis mc*155 1 1 1 1 1
M. smegmatis XZL1720 1 1 1 1 1
M. smegmatis XZL1675 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
M. smegmatis SMR5 1 1 1 1 1
M. smegmatis MNO1 1 1 1 1 1
M. smegmatis ML10 1 1 1 1 1

Legenda: CMI, concentragdo minima inibitoria; EMBambutol; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina;
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofeidithzona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os
resultados a negrito representam uma reducao isgmif (pelo menos 4 vezes) da CMI na presenca de
um IBE.

Tabela IIl.7. Efeito dos IBEs na CMI da AMK para as estirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mglt
AMK AMK+TZ AMK+CPZ AMK+VP AMK+CCCP
M. smegmatis mc*155 0.5 0.063 0.125 0.125 0.25
M. smegmatis XZL1720 0.5 0.063 0.063 0.125 0.25
M. smegmatis XZL1675 0.5 0.063 0.063 0.125 0.25
M. smegmatis SMR5 0.5 0.063 0.125 0.125 0.25
M. smegmatis MNO1 0.5 0.125 0.125 0.125 0.25
M. smegmatis ML10 0.5 0.25 0.25 0.25 0.5

Legenda: CMI, concentracdo minima inibitoria; AMéénicacina; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina;
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofeidithzona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os
resultados a negrito representam uma reducgéo is@ia (pelo menos 4 vezes) da CMI na presencga de
um IBE.
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Tabela 111.8. Efeito dos IBEs na CMI da CIP para asestirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mgt
CIP  CIP+TZz CIP+CPZ CIP+VP CIP+CCCP
M. smegmatis mc*155 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125
M. smegmatis XZL1720 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125
M. smegmatis XZL1675 0.125  0.032 0.063 0.063 0.125
M. smegmatis SMR5 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125
M. smegmatis MNO1 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125
M. smegmatis ML10 0.25 0.063 0.063 0.063 0.125

Legenda: CMI, concentragdo minima inibitoria; ClRiprofloxacina; TZ, tioridazina; CPZ,
clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carbonil cianetclorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas
de efluxo. Os resultados a negrito representamnechacdo significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI

na presenca de um IBE.

Tabela 111.9. Efeito dos IBEs na CMI da CLT para as estirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mgt
CLT CLT+TZ CLT+CPZ CLT+VP CLT+CCCP
M. smegmatis mc155 2 0.25 0.25 0.5 1
M. smegmatis XZL1720 2 0.25 0.25 0.5 1
M. smegmatis XZL1675 2 0.25 0.25 0.5 1
M. smegmatis SMR5 2 0.25 0.25 0.5 1
M. smegmatis MNO1 8 1 0.5 0.5 4
M. smegmatis ML10 8 1 1 1 4

Legenda: CMI, concentracdo minima inibitéria; CLTlaritromicina; TZ, tioridazina; CPZ,
clorpromazina; VP, verapamil, CCCP, carbonil cianetclorofenilhidrazona; IBE, inibidor de bombas
de efluxo. Os resultados a negrito representamnechacdo significativa (pelo menos 4 vezes) da CMI

na presenca de um IBE.
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Tabela I11.10. Efeito dos IBEs na CMI da ERY para & estirpes deM. smegmatis

estudadas.
Estirpe CMI mgt
ERY ERY+TZ ERY+CPZ ERY+VP ERY+CCCP
M. smegmatis mc*155 32 4 4 8 16
M. smegmatis XZL1720 32 4 4 8 16
M. smegmatis XZL1675 32 4 4 8 16
M. smegmatis SMR5 32 4 4 8 16
M. smegmatis MNO1 64 16 8 8 16
M. smegmatis ML10 64 16 8 8 16

Legenda: CMI, concentragcdo minima inibitoria; ERYifromicina; TZ, tioridazina; CPZ, clorpromazina;
VP, verapamil, CCCP, carbonil cianeto m-clorofeidithzona; IBE, inibidor de bombas de efluxo. Os
resultados a negrito representam uma reducao isgmif (pelo menos 4 vezes) da CMI na presenca de
um IBE.

Dos dados obtidos, destaca-se a accdo dos IBESCPZ e VP na reducéo
significativa & 2 dilui¢cdes, i.e., pelo menos 4 vezes) na CMI @a@LT e ERY em
todas as estirpes del. smegmatis em estudo. Este efeito inibitério foi também
observado para a AMK na presenca dos IBEs antegittienreferidos, nas estirpes de
M. smegmatis testadas, com a excepc¢éao Mesmegmatis ML10. A adicdo de CCCP
proveu um aumento significativo da susceptibilid@add=ERY nas estirpes MNOL e
ML10.

Os IBEs TZ, CPZ e VP promoveram uma reducéo natéesiia das estirpes fi&5,
XZL1720, SMR5, MNO1 e ML10 a CIP. Na estirpe XZLB6& diminuicdo dos valores
da CMI para este antibiético foi apenas verificadgresenca de TZ.

Na interac¢éo dos IBEs com a RIF, a CPZ foi o catpque demonstrou o maior
efeito inibitério, promovendo uma reducao significa da resisténcia na totalidade das
estirpes deM. smegmatis em analise, seguida da TZ, que apresentou uma aa
reducdo da CMI nas estirpes XZL1720 e XZL1675.

Um incremento na susceptibilidade & STR foi obsiyvaas estirpes M55 e
XZL1675, na presenca de TZ e CPZ, e na estirpe XZ0Qha presenca de CPZ e VP.
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Estes resultados demonstram a correlagdo que exiB& os resultados obtidos nos
ensaios anteriores para o transporte de EtBr atidav@arede celular dié smegmatis e
o transporte de antibidticos e a sua actividadeesebta micobactérias. Em particular
destaca-se o0 efeito sobre o transporte das fluorolgmas, aminoglicosideos e

macradlidos, os antibiéticos mais eficazes contralMN

4. Estudo da acumulacdo/retencéo de“{C]-eritromicina em M. smegmatis

Através dos diversos ensaios efectuados foi pdssidgervar que os inibidores mais
efectivos no aumento da susceptibilidade das estigeM. smegmatis aos diversos
farmacos foram a CPZ, TZ e VP, e os antibiéticodeose verificou um maior efeito
adjuvante dos IBEs no aumento da susceptibilidadenf a CLT, ERY, CIP e AMK.

Deste modo, o antibiotico seleccionado para aagah da sua acumulagdo/retencao
intracelular na presenca e auséncia dos IBEs guesexgaram uma maior actividade
inibitoria, através da marcacdo com um isotopooaativo de carbono, foi a ERY.

Como se pode observar na Figura Ill.17, a preselozaIBEs VP, TZ e CPZ
promoveram uma retencdo intracelular déCJ-eritromicina [“C]-ERY) em M.
smegmatis mc&?155 na ordem dos 26 a 33% (Tabela I11.11). Esteltado apresenta
uma concordancia com o observado na determinac&Mlade mé155 para este
antibiotico na presenca e auséncia dos IBEs tes@donfirma a accao inibitéria destes

compostos sobre o efluxo activo dos macrélidodversmegmatis.
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Figura 111.17 — Acumulacdo/retencdo de ['“C]-eritromicina [*C]-ERY) em M.
smegmatis mc?155 na presenca e auséncia de verapamil (VP), tiddzina (TZ) e
clorpromazina (CPZ) a ¥2 da CMI. Os valores expressos em contagens por minuto
(CPM) correspondem a média de trés conjuntos dia@nsAs barras de erro indicam o
desvio padréo.

Tabela I.11. Aumento da retencdo intracelular de[**C]-ERY em M. smegmatis
mc?155 na presenca dos IBEs VP, TZ e CPZ a % da CMI.

[1“C]-ERY + VP 26%
[**C]-ERY + TZ 33%
[Y“C]-ERY + CPZ 31%

Legenda: 'C]-ERY, [**C]-eritromicina; VP, verapamil; TZ, tioridazina;
CPZ, clorpromazina. Os valores percentuais foralcutzdos através do
valor médio das contagens por minuto obtidas ers ¢d@njuntos de
ensaios, em relacédo &'G-eritromicina retida no frasco controlo sem

inibidor.
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IV - DISCUSSAO E CONCLUSOES

O aumento da incidéncia dos casos de tuberculosemergéncia de estirpes
multirresistentes d&l. tuberculosis e 0 numero crescente de infecgcbes por MNT em
doentes com SIDA, tém conduzido a inUmeros estymiya a compreensdo dos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianossnesteorganismos.

A resisténcia a varios antibacilares de primeirtadicomo a INH, RIF, PZA, EMB, e
a classes de antimicrobianos de segunda linha cdhoroquinolonas e
aminoglicosideos, tem sido atribuida a mutacOeso#figas em genes alvos ou
dominios regulatérios. Neste sentido, uma alteragfigene especifico, por mutacgéo,
insercdo ou delecédo, vai alterar a estrutura deeima alvo, influenciando o grau de
susceptibilidade ao farmaco.

No entanto, para além destas alteracdes genétmasideradas como as principais
responsaveis por altos niveis de resisténcia,esmistutros mecanismos adicionais que
contribuem para a resisténcia aos antibacilaresp@ permeabilidade celular reduzida
e 0s sistemas de extrusdo activos, reconhecidos causas importantes da resisténcia
intrinseca em micobactérias.

Deste modo, procurou-se com este trabalho estudsalear o papel da actividade
dos sistemas de efluxo e da reducdo da permealalishe@ multirresisténcia aos
antimicrobianos em micobactérias, recorrendo &dzagéo deM. smegmatis como
modelo genético. Para o efeito, comparamos o toatesgle EtBr, um substrato de
bombas de efluxo, através da parede celular dpestelvagenM. smegmatis mc155
com mutantes dM. smegmatis com delecdes “in-frame” de genes que codificana par
bombas de efluxo ou porinas, na presenca e ausndgEs.

As estirpes mutantes utilizadas neste estudo fo@mXZL1675, uma estirpe
derivada deM. smegmatis mc?155, deletada no ger&A, que codifica para LfrA, a
principal bomba de efluxo dd. smegmatis (70), (ii) XZL1720, uma estirpe derivada de
M. smegmatis mc®155, deletada no gen&R, que codifica para LfrR, o repressor de
LfrA (70), (iii) SMR5, uma estirpe derivada dé. smegmatis mc&155, resistente a
estreptomicina devido a uma mutagdo no ggsk, presente na proteina ribossomica
S12 (115), (iv) MNO1, uma estirpe derivadaMesmegmatis SMR5, deletada no gene
mspA, que codifica para MspA, a principal porinaMesmegmatis (128), (v) e ML10,
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uma estirpe derivada dd. smegmatis SMR5, deletada nos genespA e mspC, que
codificam para as porinas MspA e MspC, respectivaen@ 31).

De entre os diversos compostos com actividadetdmibi de bombas de efluxo,
descritos na literatura, foram seleccionados psi@ estudo o VP, que actua através do
bloqueio dos canais de calcio, as fenotiazinas TZP&, que inibem o0s processos de
transporte através da inibicdo da actividade daRa&€s dependentes de célcio, e o
CCCP, um desacopolador de protdes que interfereadeiP (38, 76).

Sabendo que muitos dos transportadores celulaikezamt as mesmas vias para
mediar a entrada e a extrusdo de substratos dealsasebefluxo e antibiodticos (38, 61),
procedemos a correlagdo dos resultados obtidosacaaotdo dos IBEs no aumento da
susceptibilidade d&1. smegmatis aos antibacilares STR, INH, RIF, EMB, AMK, CIP,
CLT e ERY.

O trabalho foi encetado com a caracterizacao dil das estirpes d&l. smegmatis
aos antibioticos, substratos e inibidores de bondeasfluxo seleccionados, através da
determinacdo das respectivas CMIs. Este passalifiaii necessario, uma vez que a
realizacdo dos ensaios subsequentes requereraitizac@d de concentracfes sub-
inibitérias dos diversos compostos inibidores, esgpondentes a ¥ das respectivas
CMis, de forma a garantir a viabilidade celular éasirpes estudadas. Os resultados
obtidos permitiram também observar que a delecdtrAeonferiu aM. smegmatis um
aumento da susceptibilidade ao EtBr e aos antdrasil INH, RIF, EMB e CIP,
sugerindo uma contribuicdo deste sistema proteeoextrusdo para a resisténcia
intrinseca a estes compostos, como ja referido @moo estudos (70, 116), e que a
exclusao das porinas MspA e MspC proveu uma ligemanuicdo da susceptibilidade
deM. smegmatis ao EtBr e aos antibioticos RIF, CLT e ERY.

Com a delecdo de MspA e MspC seria expectavel vdaisama diminuicdo da
susceptibilidade dil. smegmatis a INH, EMB, AMK, e CIP, uma vez que devido a sua
hidrofilicidade o transporte destes antibidticogsapa meio intracelular é realizado
preferencialmente através de porinas (61, 91),n@ne&, quer com a delecédo do gene
mspA, quer com a delecdo simultanea dos gempé\ e mspC, ndo se registou nenhuma
alteracdo na resisténcia d& smegmatis aos antibacilares referidos. Por oposicao,
esperar-se-ia que a delecdo de uma ou vérias desta$nas transmembranares néo

afecta-se a susceptibilidade Mesmegmatis a farmacos como a RIF, CLT e ERY, uma
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vez que o influxo de antibiéticos hidrofébicos e elevadas dimensdes moleculares
como a RIF, CLT e ERY ocorre preferencialmente gifusdo directa através da
membrana externa (35, 130). Contudo, como referderiormente, com a remocéao de
MspA e MspC, observou-se um decréscimo na susdefdde deM. smegmatis a RIF,
CLT e ERY.

No sentido de se avaliar a correlacdo entre egstaaud¢coes de susceptibilidade aos
antibioticos com o seu transporte, procedeu-seabag@o e quantificacdo do transporte
de EtBr emM. smegmatis através do método do brometo de etidio em miccapiie 96
pocos, desenvolvido no ambito deste trabalho (B8)e método permite avaliar de
forma indirecta o transporte de EtBr, através daréiscéncia emitida, resultante da
acumulacéao interna deste fluorocromo nas célulpsgildas nos pocos da microplaca.
Da aplicacdo deste método as estirpes em estudpogsivel observar que: (i) na
auséncia da LfrA ocorreu uma reducédo do valor deeutracdo de EtBr a partir do
qual se detecta fluorescéncia, indicando uma diigaiouda actividade de efluxo por
inactivacado deste sistema de extrusao, (i) a deleglfrR promoveu um aumento
desta concentracdo, provavelmente devido a expressastitutiva da LfrA pela
auséncia do repressor, (iii) a delecdo das pormas) especial da MspA, originou um
incremento na concentragao anteriormente refesagerindo uma diminuicdo da taxa
de influxo como consequéncia da remoc¢ao destesmsst proteicos de influxo. Da
analise destes resultados, concordantes com ogioamEnte registados para a
determinacdo das CMIs de EtBr para as diferentégpes de M. smegmatis, foi
colocada a hipotese de que o influxo de EtBr sajdiado pela porina MspA e que a
sua extrusao seja realizada preferencialmentebpetda de efluxo LfrA.

O método fluorimétrico semi-automatico foi utilizagara testar esta hipotese, uma
vez que permite uma avaliacdo directa da capacidedeansporte do EtBr através da
parede celular de&l. smegmatis (143).

Para a analise do influxo de EtBr, as estirpes mesaVINOL e ML10 e a sua estirpe
parental SMR5 foram inicialmente expostas a comagdés crescentes deste
fluorocromo durante um periodo de 60 minutos, preaenca de glucose e incubacéo a
37°C, de forma a maximizar o efluxo, com o objextie determinar a concentragéo de
EtBr a partir da qual é possivel detectar acumolagds células. O aumento da
concentracao inicial a partir da qual se detecianatacdo de EtBr em MNO1 e ML10,
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em relacdo a estirpe SMR5 aponta uma vez mais, a@ecdo das porinas como
principal causa do decréscimo da taxa de influxgtée.

De forma a confirmar se a diminuicdo da acumulad@detBr foi originada pela
reducdo da permeabilidade devido a delecdo dasgsoou resultante da actividade de
sistemas de efluxo, foram efectuados ensaios dawdagdo de EtBr na presenca dos
IBEs VP, TZ, CPZ e CCCP a %: da sua CMI.

A auséncia de acumulacdo de EtBr na presenca des ¢éBservada nas estirpes
MNO1 e ML10, por oposicdo a registada na estirpeRSMexcluiu o efluxo como
possivel responsavel pela diminuicdo da acumulde&tBr, confirmando, deste modo,
o decréscimo da permeabilidade pela delecdo ddmaporEstes resultados vao de
encontro aos descritos em outros estudos, queststam a MspA como a principal via
de entrada de EtBr eM. smegmatis (91, 128).

Para o estudo do efluxo de EtBr, as estirpes negak¥ZL1675 e XZL1720, e a
estirpe selvagem mit55, foram expostas a concentracdes crescentestBie rias
mesmas condi¢des iniciais utilizadas para a andtisafluxo, com objectivo de avaliar
a capacidade de extrusdo das diferentes estirp®$. dmegmatis. O decréscimo da
concentracédo inicial de EtBr observada em XZL16Gx%, comparagdo com a estirpe
selvagem nfd55, demonstrou, uma vez mais, uma reducdo datémesis deM.
smegmatis ao EtBr como consequéncia da diminuicdo da actiédte efluxo originada
pela delecdo da LfrA. Relativamente a estirpe XZ(,7 esta apresentou uma
concentracao inicial de acumulacdo de EtBr supériegistada em mMit55, sugerindo,
novamente, um decréscimo da susceptibilidadevidesmegmatis ao EtBr devido a
expressao constitutiva de LfrA originada pela d@ébego repressor LfrR (18, 70).

A avaliacdo do efeito dos IBEs no efluxo de EtBr Emsmegmatis foi efectuada
recorrendo a acumulacéo deste fluorocromo na pras#ws inibidores VP, TZ, CPZ e
CCCP a % da sua CMI. Nas estirpes186 e XZL1675 observou-se um aumento da
acumulacéo de EtBr promovida pelos IBEs, tendo @apifesentado maior eficiéncia na
reducao do efluxo do fluorocromo na estirpe seligge as fenotiazinas CPZ e TZ em
XZL1675. Em XZL1720, a acumulacdo de EtBr na presedos inibidores sofreu
apenas um ligeiro incremento, potenciado princigali® pelo VP. Estes resultados
permitiram verificar que a delec¢cdo da bomba daxefLfrA confere aM. smegmatis
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uma maior dificuldade na extrusédo de EtBr e quaus&ncia do repressor desta bomba,
o LfrR, a actividade de efluxo deste fluorocrommanta.

De modo a confirmar se a inibicdo dos sistemadidecefoi responsavel pelo efeito
dos IBEs na acumulacéo de EtBr, observado antesimanforam efectuados ensaios de
efluxo de EtBr em nfd55, XZL1675 e XZL1720. Em mt55 e XZL1720 verificou-se
um decréscimo acentuado na actividade de efluxéludwocromo, na presenca dos
IBEs VP, CPZ e TZ, e em XZL1675 observou-se apamasreducdo marginal na
extrusdo de EtBr. Deste modo, os resultados obtidmsonstram que a bomba de
efluxo LfrA possui um papel muito importante naragéio de EtBr ertv. smegmatis.

Sendo um dos principais objectivos desta tese laciomar os resultados obtidos
para o transporte parietal de EtBr com o perfisdsceptibilidade aos antibioticos das
estirpes em estudo procedeu-se a avaliacdo do elf@st mesmos IBEs anteriormente
usados na reducdo da susceptibilidadMdsmegmatis a STR, INH, RIF, EMB, AMK,
CIP, CLT e ERY. Tal avaliacéo foi realizada atradésdeterminagcdo da CMI destes
antibioticos na presenca dos inibidores VP, TZ, @RZCCP a % da sua CMI. Nestes
ensaios foi possivel observar uma diminuicdo Sicatia da susceptibilidade, isto é,
uma reducao superior ou igual a 4 vezes do val&zMb de M. smegmatis a diversos
antibiéticos na presenca dos IBEs, evidenciandfbuaaactivo como responsavel pela
remocéao de diversos antibioticos do interior daleél

Tendo-se verificado nos ensaios anteriores um atomresiorio da susceptibilidade
de M. smegmatis aos antibioticos CLT, ERY, CIP e AMK na presenga tBEs VP, TZ
e CPZ, foi realizada uma avaliagdo da acumulag&ogéo intracelular da ERY,
marcada com um isétopo radioactivo de carbono,raaepca e auséncia destes trés
IBEs, na estirpe nit55. O aumento da retencdo celular Y&]FERY em mé155 na
presenca dos IBEs seleccionados confirmou, desti® naoimportancia dos sistemas de
extrusdo activos no efluxo de antimicrobianos.

Em resumo, este trabalho permitiu verificar: queaaitorizacéo do influxo e efluxo
de EtBr pode ser utilizado para antecipar e estadaesisténcia aos antibibticos,
mediada pelo transporte através da parede celalsl dnegmatis; que na auséncia de
MspA, a principal porina d®l. smegmatis, a acumulacéo de EtBr diminuiu e as células
apresentaram-se mais resistentes a diversos aictisioque a delecdo da bomba de

efluxo LfrA promoveu o aumento da acumulacdo de rE# o aumento da
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susceptibilidade a este fluorocromo e aos antiwétiNH, RIF, EMB e CIP, e que a
resisténcia a alguns destes antibidticos decresgquresenca dos IBEs, demonstrando
que o efluxo activo desempenha um papel importargeextrusdo de diversos
substratos. Assim, 0 somatorio destes resultadagramo que a porina MspA é um
canal importante para a entrada de EtBr e antilmi$tna célula e que o efluxo activo
através da LfrA estd envolvido na resisténcia drobaivel a diversos antibidticos e
EtBr emM. smegmatis.

Em conclusdo, os resultados obtidos através dagrsdy metodologias
desenvolvidas e aplicadas neste trabalho prop@@om uma contribuicdo para a
melhoria da compreenséo dos sistemas de efluxmaztila reducdo da permeabilidade
celular, considerados como 0s principais mecanisregponsaveis pela resisténcia
intrinseca micobacteriana, que através da redugda@odcentracdo intracelular de
agentes antimicrobianos permitem o aumento da weBreia dos microrganismos na
presenca destes compostos, potenciando a obteneftalglizacdo de um suporte
genético para o desenvolvimento de mecanismos distéecia de alto nivel,
especialmente em regimes terapéuticos prolongamne € o caso da terapéutica para a

tuberculose e infecgbes a MNT.
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