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Resumo

A multirresisténcia aos antibi6ticos em micobactérias, em particular Mycobacterium
tuberculosis, € hoje um problema de saide publica global. Atualmente, para além da
ocorréncia de mutacdes, o efluxo de antibidticos é considerado um importante fator no
desenvolvimento de resisténcia, abrindo novas perspetivas no desenho de esquemas
terapéuticos para as infegdes causadas por estirpes resistentes, nomeadamente pela
combinacdo de antibidticos e inibidores de efluxo.

Nesta Dissertacdo, foi desenhado um modelo para rastreio e identificacdo de
compostos com atividade antimicobacteriana e/ou inibitdria de efluxo, usando duas
estirpes isogénicas de Mycobacterium smegmatis; mc?155 (estirpe selvagem) e XZL1675
(mc?155 AlfrA), que diferem entre si na capacidade de efluxo, devido & delecdo parcial
da bomba de efluxo LfrA. Neste modelo, os compostos sdo avaliados através da
determinacdo da sua concentracdo minima inibitéria (CMI) e da capacidade, a uma
concentracdo subinibitdria, de reducdo de CMIs de antibidticos e brometo de etidio
(EtBr). Os compostos com CMIs baixas (20 uM) séo classificados como potenciais
antimicobacterianos, engquanto aqueles capazes de reduzir (> 4x) a CMI de outros
compostos séo classificados como potenciais adjuvantes. Dentro destes, a reducdo da
CMI do EtBr, um substrato comum de bombas de efluxo, em conjunto com ensaios
fluorométricos, sdo utilizados para distinguir potenciais inibidores de efluxo. Efeitos de
sinergismo entre 0s restantes potenciais adjuvantes e os antibidticos sdo avaliados por
ensaios de “checkerboard”.

O modelo foi testado utilizando os compostos de referéncia clorpromazina,
tioridazina e verapamil. Como esperado, o verapamil demonstrou ser o inibidor de efluxo
mais eficaz, enquanto a clorpromazina e tioridazina apresentaram atividade
antimicobacteriana e de inibicdo de efluxo moderadas. De seguida, 0 modelo foi aplicado
a trés novos compostos, um fenilimidazolo (Q-15.252), que apresentou apenas atividade
antimicobacteriana moderada e dois tiazoisoxazolos (EA156 e EA160), que apresentaram
atividade inibitéria de efluxo, que no caso de EA160, foi superior a do verapamil.

Em conclusdo, o modelo desenhado permite um rastreio rapido e econémico de um
elevado numero de compostos em condi¢cdes de biosseguranca e a identificagdo de

potenciais antimicobacterianos ou inibidores de efluxo, como o composto EA160.



Abstract

Drug resistant mycobacteria, particularly Mycobacterium tuberculosis, are major
challenges to global public health. Besides mutation, efflux is now being recognized as a
major driving force towards development of resistance to antibiotics in mycobacteria.
This demands for alternative therapeutic regimens to fight infections caused by resistant
strains, such as the combination of antibiotics and efflux inhibitors.

In this work, we build a model for the rapid screening and identification of
compounds with antimycobacterial and/or efflux inhibitory activity, using two isogenic
strains of the fast growing Mycobacterium smegmatis; mc¢2155 (wild-type) and XZL1675
(mc?155 AlfrA), which differ in efflux capacity due to a partial deletion of the LfrA efflux
pump. In this model, compounds are first evaluated by minimum inhibitory concentration
(MIC) determination and assessment of their ability, at a sub-inhibitory concentration, to
reduce MICs of antibiotics and ethidium bromide (EtBr). Compounds showing low MICs
(20 uM) are categorized as potential antimycobacterials, while those able to promote MIC
reductions (> 4-fold) of other agents are classified as potential adjuvants. Within these,
reduction of the MIC of EtBr, a common substrate of efflux systems, together with efflux
fluorometric assays are used to distinguish potential efflux inhibitors. Synergy between
the other adjuvants and antibiotics is evaluated by checkerboard assays.

The model was tested with the reference compounds chlorpromazine, thioridazine
and verapamil. As expected, verapamil showed the highest efflux inhibitory activity,
whereas chlorpromazine and thioridazine showed moderate antimycobacterial activity
and efflux inhibitory capacity.

We then applied the model to three new compounds; a phenylimidazole (Q-15.252),
and two thiazoisoxazoles (EA156 and EA160). Compound Q-15.252 presented mild
antimycobacterial activity but no adjuvant effect, whereas the molecules EA156 and
EA160 showed significant efflux inhibitory capacity, particularly EA160.

In sum, the experimental model developed allows the rapid and inexpensive
screening of high number of compounds in biosafety conditions and to identify potential
new antimycobacterials or efflux inhibitors, such as EA160.
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ABC — “ATP-binding cassette”
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ATP — adenosina trifosfato, do inglés “adenosine triphosphate”
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CLSI —“Clinical and Laboratory Standards Institute” (Wayne, PA, E.U.A)
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais do género Mycobacterium

O género Mycobacterium foi descrito por Lehmann e Neumann em 1896 no qual
incluiram apenas duas espécies, Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae
[122]. Atualmente, engloba mais de 150 espécies e subespécies [44], compreendendo
bactérias alcool-acido resistentes que possuem na parede celular &cidos micolicos com 60
a 90 atomos de carbono e que apresentam um alto teor de guanina e citosina no seu DNA
(61 a 71 mol%), a excecdo de M. leprae (54 a 57 mol%) [64]. As micobactérias
apresentam uma forma bacilar, com 1 a 10 pm de comprimento e 0,2 a 0,6 um de largura,
sdo imoveis, ndo esporuladas e aerdbias, embora algumas espécies sejam microaerofilicas
[9].

Este género é composto pelo complexo M. tuberculosis, por M. leprae e pelo grupo
das micobactérias ndo tuberculosas, onde esta incluido o complexo Mycobacterium avium

e outras micobactérias [15].

1.1.1 Complexo Mycobacterium tuberculosis

O complexo Mycobacterium tuberculosis é formado pelas espécies M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum, M. canettii, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. orygis e
Mycobacterium mungi [64, 142]. Estas espécies sdo estritamente relacionadas,
apresentando 99,95 % de identidade ao nivel do genoma. Contudo, diferem entre si no
tropismo pelo hospedeiro, fenétipo e patogenicidade [116]. A espécie M. tuberculosis é
o principal agente etiolégico da tuberculose humana, embora M. africanum também possa
causar esta patologia em humanos. As restantes espécies deste complexo sdo agentes
etioldgicos de tuberculose em outras espécies animais, tal como M. bovis, responsavel
pela tuberculose bovina. No entanto, ja foram reportados casos de tuberculose humana

causados por estas espécies, geralmente associados a transmissdo zoonética [15, 83].



1.1.2 Micobactérias nao tuberculosas

O grupo das micobactérias ndo tuberculosas abrange mais de 150 espécies ubiquas
que podem ser responsaveis por infecdes oportunistas em humanos, como M. avium, M.
xenopi, M. kansasii, M. fortuitum, M. ulcerans, M. chelonae e M. abscessus, exibindo
patogenicidade variada, incluindo infe¢fes pulmonares e cutaneas, linfadenites, entre
outras [55, 64, 121]. Neste grupo est& abrangido o complexo Mycobacterium avium, que
inclui M. avium e M. intracellulare, importantes agentes patogénicos em pacientes
imunocomprometidos, principalmente  doentes com VIH/SIDA (virus da
imunodeficiéncia humana/ sindrome da imunodeficiéncia adquirida) [28, 41].

A espécie M. smegmatis pertence igualmente ao grupo das micobactérias ndo
tuberculosas, tendo sido isolada pela primeira vez em 1885 por Lustgarten [125]. Esta é
uma espécie saprofita, de crescimento rapido e raramente patogénica. No entanto, pode
estar associada a linfadenites, celulites, osteomielite, infe¢fes do esterno apos cirurgias
cardiacas, bacteriemia derivada da colocacdo de cateter intravenoso e abcesso de mama
apo6s mamoplastia de aumento [18, 48, 125]. Em oposi¢do a M. tuberculosis e outras
micobactérias, M. smegmatis é facilmente cultivdvel em laboratorio, com formacéo de

colonias em 3 a 5 dias, dependendo do meio de cultura [70, 125].

1.2 Epidemiologia da tuberculose e outras micobacterioses

A tuberculose € transmitida por inalacdo de aerossois contendo bacilos provenientes
de um doente com tuberculose pulmonar ativa. Os bacilos atingem os alvéolos
pulmonares, onde sdo fagocitados e geralmente o sistema imunoldgico é capaz de os
conter havendo a formacdo de um granuloma (infecdo latente). Porém, em alguns casos,
pode ocorrer uma multiplicacdo dos bacilos, havendo uma progressao para tuberculose
pulmonar ativa. Embora a tuberculose atinja maioritariamente os pulmdes, certas formas
de tuberculose podem progredir para tuberculose miliar através da disseminacao
hematogénea de bacilos [51, 118].

A tuberculose é uma doenca de notificacdo obrigatoria e a primeira causa de morte
por doencas infeciosas. Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja infetada com
M. tuberculosis (infegéo latente). Em 2014, foram reportados 9,6 milhdes de novos casos



de tuberculose e 1,5 milhdes de mortes associadas a esta doenca (Figura 1) [88]. Estima-
se que em 2014, 3,3 % de novos casos de tuberculose e 20 % de casos de tuberculose
anteriormente tratados tenham desenvolvido multirresisténcia (MDR-TB, causada por
bacilos simultaneamente resistentes a isoniazida e a rifampicina, os dois principais
farmacos de primeira linha), sendo que em média, 9,7 % dos doentes com MDR-TB
desenvolveram tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB, correspondente a casos
de MDR-TB adicionalmente resistentes a pelo menos uma fluoroquinolona e a um agente

antimicrobiano de segunda linha injetavel) [88].

Sem dados
Nio aplicavel

Novos casos estimados de
tuberculose (todas as formas) por
100.000 habitantes por ano

Figura 1. Incidéncia global da tuberculose em 2014. Nimero de novos casos por 100.000 habitantes por
ano [88].

As infecbes por micobactérias nao tuberculosas ocorrem pela inalacdo de aerossois
ou por inoculacdo, ndo havendo evidéncia de transmissdo pessoa-a-pessoa, mesmo em
casos de infe¢Ges em doentes imunocomprometidos, como por exemplo por VIH/SIDA.
As manifestacdes clinicas mais frequentes sdo as infecdes respiratorias, ainda que
infecBes linfaticas, cutaneas e disseminadas também sejam relevantes [48, 132, 133].
Certas condi¢cbes predisponentes tais como imunodeficiéncia de células T ou de
macrofagos tendem a facilitar infegdes por estas micobactérias. Do mesmo modo, lesdes
associadas a introducdo de um material estranho, instrumentos ndo esterilizados ou
cirurgias associadas a tratamentos estéticos, podem promover o desenvolvimento de

infecdes por estas micobactérias, principalmente por M. abscessus, M. chelonae e M.
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fortuitum [29]. No entanto, o desenvolvimento de infecdo e doenca depende das
caracteristicas de cada espécie e da presenca de fatores de predisposi¢do do hospedeiro
[2, 48]. Nao obstante, as espécies do complexo M. avium sao responsaveis por grande
parte destas infecdes, incluindo linfadenites em criancas, infecdes respiratorias,
intestinais e disseminadas em doentes VIH-positivo ou outras condi¢cdes de
imunossupressao [96, 133].

As infecOes por micobactérias ndo tuberculosas ndo sdo de notificacdo obrigatoria,
pelo que os dados relativos a ocorréncia das mesmas sdo limitados. No entanto, varios

estudos apontam para um aumento destas infe¢fes nas Ultimas décadas [2, 22, 48, 144].

by

1.3 Antibioticos utilizados no combate a tuberculose e outras

micobacterioses

O esquema terapéutico usado no combate a tuberculose evoluiu ao longo dos anos
com a sucessiva introducdo de novos antibiéticos que permitiram um aumento da sua
eficécia, associada a uma reducao do tempo necessario ao regime terapéutico. Na década
de 1940, o regime terapéutico baseava-se na monoterapia com estreptomicina ou acido
paraminossalicilico. Porém, o aparecimento de estirpes resistentes levou ao uso
combinado dos dois agentes. Em 1952, a isoniazida foi introduzida no tratamento da
tuberculose em combinacdo com a estreptomicina e o acido paraminossalicilico e em
1960, seguiu-se o etambutol em substituicdo do acido paraminossalicilico. Na década de
1970, a rifampicina é adicionada ao esquema terapéutico e finalmente em 1980, €
introduzida a pirazinamida [31].

Atualmente, o tratamento de tuberculose consiste num esquema terapéutico com a
duracdo de seis meses dividido em duas fases. A primeira fase, com a duracéo de dois
meses, compreende a toma combinada de isoniazida, rifampicina, pirazinamida e
etambutol, designados por agentes de primeira linha, sendo a isoniazida e a rifampicina
os mais eficazes. A segunda fase, com uma duracdo de quatro meses, consiste na toma
combinada de isoniazida e rifampicina [87].

No tratamento da tuberculose causada por estirpes resistentes a um ou mais agentes
de primeira linha, recorre-se a outros antibioticos, denominados de agentes de segunda

linha, que apresentam menor eficacia e maior toxicidade [39, 84]. Estes agentes incluem



as fluorogquinolonas ofloxacina, moxifloxacina e levofloxacina, os aminoglicosideos
injetaveis estreptomicina, amicacina e canamicina, o polipeptideo etionamida e o acido
paraminossalicilico, entre outros. Nestes casos, o0 regime terapéutico é prolongado
podendo estender-se até aos 24 meses [87].

Ao contrério da tuberculose, que possui um regime de tratamento pré-estabelecido,
o tratamento das infecBes por micobactérias ndo tuberculosas ndo possui um regime
definido e varia consoante o agente e o local da infecdo [48, 84]. As infecBes causadas
por especies do complexo M. avium sdo geralmente tratadas com os macrélidos
claritromicina e azitromicina em combina¢do com a rifampicina ou rifabutina e
etambutol. Este esquema terapéutico pode ser também usado no tratamento de infecdes
causadas por outras micobactérias ndo tuberculosas, embora néo seja eficaz para todas as

micobacterioses [48, 84].

1.4 Mecanismos de resisténcia aos antibioticos

As micobactérias possuem resisténcia intrinseca a varias classes de antibidticos, tal
como os glicopéptidos, devido em grande parte, a existéncia de acidos micdlicos na
parede celular que Ihes conferem uma permeabilidade reduzida a estes agentes [54, 82].

A aquisicdo de resisténcia aos antibioticos em bactérias pode ser devida a
modificacdo do alvo, inativacdo/modificacdo enzimatica do antibiético, permeabilidade
reduzida e efluxo, entre outros [16]. Classicamente, a resisténcia adquirida em
micobactérias, particularmente M. tuberculosis, é atribuida & ocorréncia de mutagdes em
genes cromossomais (Tabela 1), contrariamente a outras espécies bacterianas em que esta
normalmente associada a aquisicdo de material genético exdgeno, como plasmideos ou

transposoes [31].



Tabela 1. Mecanismos de acdo dos principais antibiéticos utilizados no tratamento de tuberculose e
outras micobacterioses e principais mecanismos de resisténcia mutacionais aos mesmos [20, 21, 75].

Classe / Antibiotico

Alvo

Mecanismo de acao

Principais
mutacdes
associadas a
resisténcia

Isoniazida

(necessaria enzima
KatG para conversao
em forma ativa)

Rifampicina

Pirazinamida

(necessaria enzima
PncA para conversdo
em forma ativa)

Etambutol

Estreptomicina
Acido
paraminossalicilico
Etionamida
Fluoroquinolonas
Capreomicina

Aminoglicosideos

Cicloserina

Macrdlidos

Enoyl-ACP (“acyl carrier
potein”) redutase (InhA)

RNA polimerase,
subunidade

Proteina S1 da
subunidade ribossomal
308

Arabinosil transferase

Proteina S12 e 16S
rRNA da subunidade
ribossomal 30S

Dihidropteroato sintase

Enoyl-ACP (“acyl carrier
potein”) redutase (InhA)

DNA girase (GyrA/B)

Subunidades ribossomais
30S e 50S

Subunidade ribossomal
308

D-alanina ligase

Proteina 23S da
subunidade ribossomal
50S

Inibicdo da biossintese
de acidos micolicos

Inibicdo da transcri¢do

Inibicdo da traducéo e
acidificacdo do
citoplasma

Inibicdo da biossintese
do arabinoglicano e
lipoarabinomanana

Inibicdo da sintese
proteica

InibicAo da sintese de
folatos

Inibicdo da biossintese
de &cidos micolicos
Inibicdo da replicacéo
do DNA
Inibicéo da sintese
proteica
Inibicéo da sintese
proteica
Inibicdo da sintese de
peptidoglicano

Inibicéo da sintese
proteica

Mutag6es nos genes
katG e inhA

MutagOes no gene
rpoB

Mutacdes no gene
pncA

MutacBes no operdo
embCAB

Mutagdes nos genes
rpsl e rrs

MutacBes no gene
thyA
MutacBes no gene
inhA
Mutacdes nos genes
gyrA/B

Mutagdes nos genes
rrs and tlyA

MutacBes no gene
rrs

MutacBes no gene
alrA

Mutacdes nos genes
rrl e emr

Apesar da resisténcia adquirida em micobactérias ser sobretudo atribuida a aquisicao

de mutacdes, varios estudos recentes tém demonstrado o papel dos sistemas de efluxo na

resisténcia aos antibidticos. Estes sistemas efetuam o transporte ativo do antibidtico

através da membrana celular para o exterior da célula, diminuindo a sua concentragédo
intracelular [76, 108, 112, 113].



1.5 Sistemas de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana capazes de exportar diversos
compostos do ambiente intracelular para o exterior da célula, desempenhando assim um
papel essencial no metabolismo celular [127]. As bombas de efluxo diferem entre si na
sua topologia de membrana, fonte de energia e especificidade de substratos [94].
Relativamente aos substratos, as bombas de efluxo podem ser especificas, fazendo o
transporte de um composto ou uma classe de compostos, ou podem estar associadas a
multirresisténcia, pelo transporte de diversos compostos estrutural e quimicamente
distintos. Até ao momento, foram descritas cinco familias de bombas de efluxo associadas
a multirresisténcia (Figura 2): a superfamilia “ATP-binding cassette” (ABC), a
superfamilia “major facilitator” (MFS), a familia “resistance-nodulation-cell division”
(RND), a familia “small multidrug resistance” (SMR) e a familia “multidrug and toxic
compoud extrusion” (MATE) [94, 127].

Os sistemas de efluxo podem ser classificados como primarios ou secundarios,
mediante a fonte de energia utilizada para efetuar o transporte ativo dos substratos. Os
sistemas de efluxo primérios utilizam a energia gerada pela hidrdlise do ATP (do inglés
“adenosine triphosphate™) e integram-se neste grupo as bombas de efluxo pertencentes a
superfamilia ABC. Por sua vez, os sistemas de efluxo secundarios utilizam como fonte
de energia o gradiente eletroquimico protonico gerado na membrana citoplasmatica,
estando incluidas neste grupo as restantes familias; MFS, RND, SMR e MATE [94, 95,
127]. Alguns sistemas de efluxo da familia MATE podem utilizar o gradiente membranar

de ides sddio como fonte de energia para o transporte ativo dos seus substratos [86].

BaCars § §
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Membrana externa
RND
Periplasma H'/Na*
Membrana citoplasmatica @
v \
Antimicrobiano Antimicrobiano ¥ /\nnmumhl mo‘ f\mmmmbnm,
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Figura 2. Representacdo esquematica das cinco familias de bombas de efluxo associadas a
multirresisténcia em bactérias. ABC: “ATP-binding cassette”; MFS: “major facilitator superfamily;
RND: “resistance-nodulation-cell division”; SMR: “small multidrug resistance”; MATE: “multidrug and
toxic compound extrusion”. Adaptado de [130].



1.5.1 Superfamilia “ATP-binding cassette” (ABC)

As bombas de efluxo ABC possuem diversos substratos, incluindo agUcares,
aminoacidos e/ou agentes antimicrobianos [37, 91]. Estas proteinas possuem dois
dominios transmembranares que formam uma via pela qual o substrato atravessa a
membrana e dois dominios citoplasmaticos de ligacdo a nucle6tidos responsaveis pela
ligacdo ao ATP e a sua hidrolise [38, 73, 85].

Vérias bombas ABC tém sido descritas em bacteérias, incluindo a LmrA, presente em
Lactococcus lactis, responsavel pela extrusdao de compostos cationicos. Esta bomba de
efluxo é estruturalmente semelhante a glicoproteina P (P-gp) presente em células
humanas [135, 148]. Outros exemplos de bombas de efluxo ABC bacterianas sdo: a
EfrAB, presente em Enterococcus faecalis, a VcaM de Vibrio cholerae e DrrAB de M.
tuberculosis. Estas bombas de efluxo conferem resisténcia a diversos agentes

antimicrobianos, incluindo a tetraciclina e fluoroquinolonas [23, 66, 104].

1.5.2 Superfamilia “major facilitator” (MFS)

A superfamilia MFS consiste num dos maiores grupos de bombas de efluxo
encontradas em bactérias, capazes de transportar compostos diversos, incluindo agucares,
oligossacaridos, inositol, agentes antimicrobianos, aminoacidos, nucleétidos, agentes
antissépticos e desinfetantes e uma grande variedade de aniGes e catides inorganicos [117,
145].

Os sistemas de efluxo MFS podem apresentar doze segmentos transmembranares,
como a NorA de Staphylococcus aureus, ou catorze segmentos transmembranares, como
a QacA e a LfrA identificadas em S. aureus e M. smegmatis, respetivamente [104, 128].
Outros sistemas de efluxo MFS tém sido também identificados em bactérias Gram-
negativas, tais como EmrB e MdfA em Escherichia coli, que conferem resisténcia a

diferentes agentes antimicrobianos, incluindo fluoroquinolonas e cloranfenicol [104].



1.5.3 Familia “resistance-nodulation-cell division” (RND)

Os sistemas de efluxo RND apresentam um largo espectro de substratos incluindo
varias classes de agentes antimicrobianos, agentes antissepticos, corantes, e detergentes
[94]. Estes sistemas sdo tripartidos, encontrando-se maioritariamente em bactérias Gram-
negativas. Os sistemas RND sdo constituidos por trés componentes estruturais que
atravessam tanto a membrana citoplasmatica como a membrana externa, sendo estes um
transportador de membrana citoplasmatica (bomba de efluxo) de doze segmentos
transmembranares; um canal de membrana externa, e uma proteina de fusdo de membrana
que liga os componentes anteriores. Esta organizacdo estrutural permite a extrusao de
substratos a partir do compartimento citoplasmatico e/ou do periplasma para 0 meio
extracelular [94].

O sistema RND AcrAB/TolC de E. coli € um dos sistemas de efluxo mais estudados,
consistindo na proteina de fusdo AcrA, na bomba de efluxo AcrB e no canal de membrana
externa TolC [147]. Outras bombas de efluxo RND ja identificadas incluem MexB de
Pseudomonas aeruginosa, CmeB de Campylobacter jejuni e MtrD de Neisseria

gonorrhoeae [104].

1.5.4 Familia “small multidrug resistance” (SMR)

A familia SMR consiste em bombas de efluxo que possuem apenas quatro segmentos
transmembranares. Estas bombas podem funcionar como complexos homo ou hetero-
oligoméricos e estdo envolvidas no efluxo de compostos catidnicos, tais como agentes
antisséticos, desinfetantes e corantes [10].

Entre os membros desta familia contam-se a EmrE presente em E. coli, Mmr de M.

tuberculosis e Smr de S. aureus [34, 104].

1.5.5 Familia “multidrug and toxic compound extrusion family” (MATE)

A familia MATE foi identificada recentemente, pelo que é menos conhecida [86].
As bombas de efluxo MATE sdo constituidas por doze segmentos transmembranares e

estdo envolvidas na extrusdo de varias classes de agentes antimicrobianos, antisséticos,



desinfetantes e corantes [63, 86]. As bombas de efluxo desta familia utilizam o gradiente
eletroquimico protonico como fonte de energia, no entanto, algumas podem utilizar em
alternativa o gradiente ionico de sédio (Na*) gerado na membrana citoplasmatica [63,
86].

Varias bombas de efluxo MATE tém sido caracterizadas, incluindo MepA em S.
aureus, NorM em V. parahaemolyticus, VcrM e VecmA em V. cholerae e PmpM em P.

aeruginosa [104].

1.6 Bombas de efluxo em micobactérias

A associagéo entre bombas de efluxo e resisténcia aos antibioticos em micobactérias
tem sido demonstrada por varios estudos ao longo dos ultimos anos [43, 76, 91]. A
primeira evidéncia surgiu com a rapida emergéncia de estirpes resistentes as
fluoroquinolonas, quando estas foram introduzidas no tratamento da tuberculose
pulmonar multirresistente [71, 103, 128]. Desde entéo, a atividade de efluxo tem sido
associada a resisténcia a diversos antibidticos, como a isoniazida, a rifampicina e o
etambutol [1, 38, 75]. A Tabela 2 sumariza as bombas de efluxo ja identificadas em
micobactérias e associadas a resisténcia a agentes antimicrobianos.

A anélise do genoma de M. tuberculosis permitiu identificar varios genes que
codificam possiveis bombas de efluxo. Por exemplo, aproximadamente 2,5% do seu
genoma corresponde a genes que codificam bombas de efluxo pertencentes a superfamilia
ABC [17, 23, 32]. No entanto, somente alguns foram caracterizados, como a bomba de
efluxo DrrAB, para a qual foi demonstrado que a sobrexpressédo do gene que a codifica,
drrAB, em M. smegmatis confere resisténcia a uma vasta gama de antibi6ticos, incluindo
o0 etambutol e a estreptomicina [23].

Foram igualmente identificados varios genes que codificam possiveis bombas de
efluxo pertencentes a familia RND designadas MmpL (do inglés, “mycobacterial
membrane protein large”), que poderdo estar envolvidas no transporte de lipidos [37,
131]. Entre estas, foi demonstrado que a MmpL7 confere altos niveis de resisténcia a
isoniazida em M. smegmatis [92].

Vérias bombas de efluxo MFS tém também sido identificadas e caracterizadas em
micobactérias, tendo sido a bomba de efluxo EfpA a primeira a ser descrita em M.
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tuberculosis. Estudos demonstraram que o gene que a codifica, efpA, é sobrexpresso na
presenca de isoniazida, sugerindo a seu envolvimento na resisténcia a este agente
antimicrobiano em M. tuberculosis [67, 68, 76, 112]. A caraterizacdo da bomba de efluxo
Tap em M. fortuitum levou a identificacdo do seu homdlogo Rv1258c em M. tuberculosis.
Foi demonstrado que a clonagem e sobrexpressdo em M. smegmatis do gene que a
codifica, tap, promove baixos niveis de resisténcia a tetraciclina e aminoglicosideos [1].
Por sua vez, a bomba de efluxo P55, descrita em M. bovis e M. tuberculosis, confere
resisténcia a aminoglicosideos, isoniazida, tetraciclina e rifampicina [108, 124].

Outros possiveis sistemas de efluxo tém sido identificados em micobactérias, como
Rv0341-Rv0342-Rv0343 presente em M. tuberculosis. Este sistema é codificado por um
operdo composto por trés genes designados por iniB, iniA e iniC, sendo a sua expressdo
induzida pela isoniazida. Entre estes genes, iniA € o mais estudado, tendo sido
evidenciado que quando expresso em M. bovis confere resisténcia & isoniazida e ao
etambutol, antibio6ticos de primeira linha. Para além disso, foi demonstrado que a delecéo

de iniA resulta num aumento da suscetibilidade a isoniazida [26].
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Tabela 2. Bombas de efluxo identificadas e caracterizadas em micobactérias.

Bomba de Espécie (s) Familia Substrato (s) Referéncias
efluxo micobacteriana (s)
LfrA M. smegmatis MFS fluoroquinolonas; [69, 71, 111]
EtBr, ACR, EMB,
RIF
EfpA M. tuberculosis MFS INH [38]
Tap M. fortuitum MFS aminoglicosideos; [1]
TET
Rv1258¢ M. tuberculosis MFS aminogliosideos; [1, 75]
TET; INH; RIF;
EMB; OFX
Rv1410c (P55) M. bovis BCG, M. MFS aminoglicosideos; [75, 108, 124]
tuberculosis TET; INH; RIF
Tet(V) M. smegmatis; M. MFS TET [35]
fortuitum
Rv2136¢ M. tuberculosis MFS INH; RIF [57, 75]
Rv1634 M. tuberculosis MFS Nd [36, 75]
Rv1877 M. tuberculosis MFS TET; KAN; ERY [36, 75]
Rv2994 M. tuberculosis MFS Nd [36, 75]
Rv3239c M. tuberculosis MFS acucares; agentes [36, 75]
antimicrobianos
Rv2459c¢ M. tuberculosis MFS agentes [36, 75]
antimicrobianos
Rv3728 M. tuberculosis MFS aclcares; agentes [36, 75]
antimicrobianos
Rv2333c M. tuberculosis; M. MFS TET; SPT [107]
bovis
Pst M. tuberculosis; M. ABC fluoroquinolonas; [13]
smegmatis INH
Rv2686¢- M. tuberculosis ABC fluoroquinolonas [91]
Rv2687c-
Rv2688c
DrrAB M. tuberculosis ABC TET,; ERY; EMB; [23]
NOR; CHL
Rv1348 M. tuberculosis ABC agentes [27, 75]

antimicrobianos

ABC: “ATP- binding cassette”; MFS: “Major facilitator superfamily”’; SMR: “small multidrug resistance”;
RND: resistance-nodulation-cell division”; ACR: acriflavina; CHL: cloranfenicol; EMB: etambutol; ERY:
eritromicina; EtBr: brometo de etidio; KAN: canamicina; SPT: espectinomicina; INH: isoniazida; TET:
tetraciclina; RIF: rifampicina; NOR: norfloxacina; nd: ndo determinado.
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Tabela 2. (continuacao)

Bomba de Espécie (s) Familia Substrato (s) Referéncias
efluxo micobacteriana (s)

Rv1819c M. tuberculosis ABC INH; RIF [57, 75]
Rv1747 M. tuberculosis ABC nd [17]
Rv1456¢ M. tuberculosis ABC nd [27, 75]
Rv0194 M. tuberculosis ABC B-lactdmicos; ERY [33]
Rv1218 M. tuberculosis ABC novobiocina; [8]

pirazolonas;

biarilpiperazinas;
bisanilinopirimidinas;
pirroles; piridonas

Rv3679 M. tuberculosis ATPase nd [27, 75]
Mmr M. tuberculosis SMR EtBr; ERY; TPP; [34, 76]
INH; ACR
MmpL7 M. tuberculosis; M. RND INH [92]
smegmatis
MmpL5 M. tuberculosis RND azois [80]
Mmp M. smegmatis MATE KAN; PM; BLM; [81]
CP; AMK; CPC
IniA- IniB- M. tuberculosis nd EMB; INH [26]
IniC
Rv3806¢ M. tuberculosis Proteina de nd [27, 75]
membrana
Rv1002c M. tuberculosis Proteina de nd [27, 75]
membrana

MATE: “Multidrug and toxic compound extrusion”; SMR: “small multidrug resistance”; RND: resistance-
nodulation-cell division”; AMK: amicacina; BLM: bleomicina; CP: capreomicina; ACR: acriflavina; CPC:
Cloreto de cetilpiridinio; EMB: etambutol; KAN: canamicina; INH: isoniazida; PM: fleomicina; nd: ndo
determinado.

1.7 Sistema de efluxo LfrA de Mycobacterium smegmatis

A LfrA foi a primeira bomba de efluxo descrita em micobactérias, precisamente em
M. smegmatis, por Takiff et al. e consiste num sistema de efluxo MFS com 504
aminoacidos distribuidos em 14 segmentos transmembranares [128]. Esta bomba
apresenta homologia com outros sistemas de efluxo MFS, tal como QacA de S. aureus
(35% de identidade), tendo sido associada a resisténcia a compostos cationicos, incluindo

o0 corante brometo de etideo (EtBr) [128]. Foi demonstrado que a sobrexpressdo do gene
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que a codifica, IfrA, promove resisténcia ao EtBr, acriflavina e fluoroquinolonas [71], e
que a sua delecdo ou inativacdo promove um aumento da suscetibilidade a estes
compostos [69, 119]. Um estudo posterior localizou o gene IfrA no operdo IfrRA,
juntamente com o gene IfrR que codifica o repressor transcricional LfrR, pertencente a
familia TetR. Os dois genes sdo cotranscritos por um promotor comum, sendo a
transcricdo do operdo IfrRA reprimida através da ligagdo de LfrR a regido promotora de
IfrRA [19]. A delecdo de IfrR origina um aumento da expressédo de IfrA, culminando num
aumento de resisténcia as fluoroquinolonas e ao EtBr [19]. Posteriormente, foi
demonstrado que os substratos da bomba de efluxo LfrA regulam positivamente a sua
expressdo ao promover a dissociagdo do complexo repressor-operador [12].

1.8 Inibidores de efluxo (IEs)

Nos ultimos anos, com a emergéncia de resisténcia a todas as classes de antibidticos,
a busca de novos compostos, ou mesmo farmacos ja utilizados na clinica capazes de
diminuir a atividade de sistemas de efluxo tem sido o foco de varios estudos [6, 89, 120,
137, 141, 149], os quais identificaram compostos cuja atividade inibitéria de efluxo
permite restaurar a agdo de antibidticos para os quais uma determinada bactéria se tornou
resistente. Nesta perspetiva, 0 uso combinado de um antibiotico e de um composto com
atividade inibitoria de efluxo seria uma forma de melhorar a eficacia do agente ou mesmo
restaurar a suscetibilidade inicial bacteriana, prevenindo assim a emergéncia de estirpes
resistentes [120, 141].

Sdo vérios os inibidores de efluxo identificados até a data, incluindo as fenotiazinas
e o verapamil, utilizados neste trabalho e descritos em maior pormenor nos pontos que se

seguem.

1.8.1 Fenotiazinas

As fenotiazinas sdo agentes antipsicoticos e antieméticos que atuam como
antagonistas dos recetores da dopamina e inibidores da calmodulina [3, 60, 120]. A
clorpromazina (CPZ) foi o primeiro agente antipsicético desta classe, produzido

comercialmente a partir de 1953. Contudo, devido a graves efeitos secundarios, foi
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posteriormente substituido por um derivado com menor toxicidade, a tioridazina (TZ).
Sendo moléculas amplamente utilizadas, as suas propriedades antimicrobianas foram
logo evidenciadas em diversas espécies bacterianas, incluindo M. tuberculosis [3, 4, 61].
Embora o mecanismo de acdo destas moléculas nao esteja ainda clarificado, sabe-se que
inibem o transporte de potéassio do ambiente extracelular para o interior da célula. Para
além disso, inibem o transporte de calcio originando a sua deple¢do no meio intracelular
e, consequentemente, a inibicdo de enzimas dependentes de calcio, tais como as ATPases
que hidrolisam o ATP e assim libertam energia que € utilizada pelos sistemas de efluxo
[4, 5, 89]. Deste modo, estes compostos inibem indiretamente os sistemas de efluxo que
possuem uma dependéncia energética destas ATPases [3, 5]. Outros estudos tém
mostrado que a tioridazina € um inibidor da enzima NADH-menaqguinona desidrogenase
do tipo Il (NDH-2), uma enzima essencial na cadeia respiratéria celular de M.
tuberculosis [109, 143].

A Nogyy B CHg
3 CHoCH2CHN,

@::@, SCH3 C[:UCI e

Figura 3. Estrutura quimica da clorpromazina (A) e da tioridazina (B).

3

1.8.2 Verapamil (VP)

O verapamil (\VP) é um protétipo da classe das fenilalquilaminas, bloqueadores de
canais de calcio (Ca?"), clinicamente utilizados no tratamento de varias doencas
cardiovasculares, como a hipertenséo, angina e arritmia cardiaca. Pensa-se que o bloqueio
do fluxo dos ides Ca®* ocorre pela ligacdo destes compostos a um local especifico na
extremidade citoplasmatica destes canais [7].

Vaérios estudos tém apontado o papel do verapamil como potencial inibidor de
efluxo em varias espécies bacterianas e como potenciador da atividade de antibidticos,

nomeadamente a isoniazida em M. tuberculosis [52, 76].
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Figura 4. Estrutura quimica do verapamil.
1.9 Avaliacdo da atividade de efluxo por fluorometria

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para avaliar a atividade de efluxo em
diversas espécies bacterianas, incluindo micobactérias [139]. Entre estes, 0 método
fluorométrico desenvolvido por Viveiros et al. permite uma rapida detecdo da atividade
de efluxo, utilizando o EtBr como marcador, uma vez que este € um substrato comum de
bombas de efluxo. O EtBr é um fluorocromo que emite fraca fluorescéncia em ambiente
aquoso (extracelular) e maior fluorescéncia quando se acumula no periplasma ou
citoplasma [90, 140]. Este método permite assim o estudo da cinética do transporte do
EtBr, possibilitando a avaliacdo da acumulacdo/efluxo do mesmo em tempo-real,
monitorizado num aparelho Rotor-Gene™ 3000 (Corbett Research) [90].

Os ensaios de acumulacdo de EtBr sdo uma avaliacdo indireta da capacidade de
efluxo de EtBr de uma determinada estirpe. Neste ensaio, a acumulacdo de EtBr no
interior da célula bacteriana ¢ medida ao longo do tempo na auséncia e na presenca de
um composto com atividade inibitéria de efluxo. O diferencial do valor de fluorescéncia
final de cada condicdo € indicativo da capacidade de inibicdo de efluxo do composto para
uma dada estirpe bacteriana [140]. Como exemplo, a Figura 5 representa um ensaio de

acumulacéo de EtBr para a estirpe selvagem M. smegmatis mc?155.
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Figura 5. Ensaio de acumulacio de EtBr para a estirpe M. smegmatis mc2155, na auséncia e presenga
do inibidor de efluxo verapamil (VP).

A atividade de efluxo pode também ser avaliada diretamente, recorrendo a ensaios
de efluxo. Nestes, é efetuado um primeiro passo que permite uma acumulacéo intracelular
méaxima de EtBr (temperatura ambiente, presenca de inibidor de efluxo e auséncia de
fonte de energia) [140]. Apos este passo, as condi¢Oes de efluxo sdo restauradas através
da adicdo de uma fonte de energia (glucose), e a perda de fluorescéncia associada a
extrusao de EtBr é medida ao longo do tempo. Como exemplo, a Figura 6 representa um
ensaio de efluxo de EtBr para a estirpe selvagem M. smegmatis mc?155, em que é

observada uma diminuicdo gradual de fluorescéncia na presenca de glucose.
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ﬂ T T T T T 1
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+G 0.4% ——+VP +G0,4%

Figura 6. Ensaio de efluxo do EtBr para a estirpe M. smegmatis mc?155, na presenca de glucose 0,4
% (curva laranja) e glucose com inibidor de efluxo verapamil (VP) (curva azul).
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1.10 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal a construcgdo e otimizacdo de um modelo
experimental para rastreio e identificacdo de novos compostos com potencial terapéutico
para a tuberculose e outras micobacterioses. Este modelo foi desenvolvido e otimizado
recorrendo a duas estirpes de M. smegmatis, uma micobactéria de crescimento rapido; a
estirpe selvagem mc2155 e a estirpe mutante XZL.1675, com o gene da bomba de efluxo
LfrA parcialmente deletado. Experimentalmente, este modelo consiste em varias etapas,
nas quais se determina: (i) a concentracdo minima inibitéria (CMI) do composto em
avaliacdo; (ii) a capacidade desse composto para reduzir CMlIs de antibioticos e EtBr; (iii)
e (iv) o efeito do composto na acumulagédo/efluxo de EtBr e (v) a interagdo entre
antibidticos e o composto pelo método de “Checkerboard”. Apos otimizado, este modelo
seré aplicado para avaliar novas moléculas, utilizando apenas a estirpe selvagem, mc?155.
Pretende-se assim desenvolver uma estratégia metodoldgica que permita identificar de
uma forma répida e eficaz compostos com potencial atividade antimicobacteriana ou

adjuvante dos antibioticos ja em uso, por inibi¢do de efluxo ou outro mecanismo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Estirpes bacterianas

Para este estudo foram utilizadas duas estirpes isogénicas de M. smegmatis, a estirpe
selvagem M. smegmatis mc?155 e a estirpe mutante M. smegmatis XZL1675, que
corresponde & estirpe mc2155 com o gene IfrA parcialmente deletado (Tabela 3). O gene
IfrA codifica para a bomba de efluxo LfrA, que confere baixa resisténcia as
fluoroquinolonas, etambutol, rifampicina e ao EtBr [69, 111]. A estirpe M. smegmatis
mc?155, derivada da estirpe de referéncia ATCC® 607™ [126], é amplamente utilizada

como modelo genético de investigacdo de outras micobactérias de importancia clinica.

Tabela 3. Estirpes de M. smegmatis utilizadas neste trabalho.

Estirpe Descricdo Referéncias
mc?155 Estirpe selvagem Colecéo do laborat6rio de Micobactérias
do IHMT/UNL
XZL1675 mc?155 AlfrA [69]

2.1.2 Outro material bioldgico

O marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo scientific, Waltham, E.U.A.) foi
utilizado como referéncia na andlise de produtos de PCR por eletroforese em gel de
agarose. Os “primers” utilizados para a analise por PCR da sequéncia nucleotidica do
gene IfrA, bem como para a andlise por RT-qPCR (do inglés, “reverse transcription -
quantitative polimerase chain reaction’) da expressao de genes codificantes para bombas
de efluxo encontram-se descritos na Tabela 4. Estes “primers” foram desenhados usando

0 programa Primer 3 (v. 0.4.0) [62, 134] e testados no programa Primer-Blast [146].
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Tabela 4. Sequéncias nucleotidica dos “primers” utilizados neste trabalho.

“Primers” Sequéncia nucleotidica Amplicao Referéncia
5-3) (pb)
Para PCR:

LfrA_Fw GTTATGAGGCAGCCAAGGAC
1230 Este trabalho

LfrA Rv GGTCGGGTTCCTGATGATCC

Para RT-qPCR:

IfrA_Fw TCATCTCGCAGCACCTTCAG
186 Este trabalho

IfrA_Rv GGATCATCAGGAACCCGACC

IfrR_Fw GACCGAGAGGCCCGAATATC
73 Este trabalho

IfrR_Rv CTCATAACCGGCCTGCATCA

P55 Fw ATCACCAGCATCGTCAGGT

176 Este trabalho

P55 Rv CAGCAGGTCACACCCATCAT

efpA_Fw GGTGTCGGATTCATCCCGTT
139 Este trabalho

efpA_Rv TCGAACCGTAGATCATGGCG

tap_Fw AGGGACTGCAATTCGTCTGG
120 Este trabalho

tap_Rv GGTCGGTGAAGTACTTGGGG

16S Fw CAAGGCTAAAACTCAAAGGA
197 Este trabalho

16S_Rv GGACTTAACCCAACATCTCA

pb: pares de bases

2.1.3 Meios de cultura

A composigdo dos meios de cultura utilizados para o crescimento das estirpes

de M. smegmatis encontra-se descrita na Tabela 5. O meio de cultura 7H9 foi

preparado de acordo com as instrucdes do fabricante, com adicdo do suplemento

OADC a uma concentracdo final de 10 % (v/v). O meio de cultura Lowenstein-

Jensen foi adquirido comercialmente.
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Tabela 5. Composicao dos meios de cultura e suplemento utilizados neste trabalho.

Meio/Suplemento® @ Composicéo (L)
Middlebrook 7H9 0,5 g de sulfato de amoénio; 2,5 g de fosfato disddico; 1,0 g de fosfato
Broth (7H9) monossadico; 0,1 g de citrato de sédio; 0,05 g de sulfato de magnésio;

0,0005 g de cloreto de célcio; 0,001 g de sulfato de zinco; 0,001 g de sulfato
de cobre; 0,04 g de citrato de amonio férrico; 0,5 g de acido L-glutamico;
0,001 g de piridoxina; 0,0005 g de biotina;

pH 6,6 £ 0,2 a 25 °C.
Lowenstein-Jensen 0,6 g de citrato de sddio; 3,6 g de L-asparagina; 0,24 g de sulfato de

magnésio; 0,4g de verde malaquita; 12 mL de glicerol; 2,4 g de fosfato
monopotassio; 30 g de fécula de batata; 1000 mL de ovos

Acido Oleico/ 0,6 mL de &cido oleico; 50 g de albumina bovina (fracdo V); 20 g de
Albumina/ Dextrose/ dextrose; 0,03 g de catalase;
Catalase (OADC) pH 6.9 0.2 a 25°C.

MBecton, Dickinson & Company (Sparks, E.U.A.); ® Armazenados a 4° C.

2.1.4 Reagentes e solugdes

A composicdo e modo de preparacdo dos antibidticos, EtBr e inibidores de efluxo

utilizados neste trabalho encontra-se descrita na Tabela 6.

Tabela 6. Composicéo e preparacio das solugdes “stock” dos antibioticos, EtBr e inibidores de efluxo
utilizados neste trabalho.

Solucdes Peso molecular (g/mol) Concentragio “stock”

Antibidticos e EtBr

Ciprofloxacina (CIP)®- -- 10 mg/mL em 98% de agua
bidestilada estéril e 2% de HCI® 37%
Ofloxacina (OFX)G® -- 10 mg/mL em &gua bidestilada
estéril/NaOH® 0,1M 1:1 (v/v)
Eritromicina (ERY) @G -- 10 mg/mL em DMSQO®
Claritromicina (CLR)®® -- 10 mg/mL em DMSO
Etambutol (EMB)G? -- 10 mg/mL em 4gua bidestilada estéril
Rifampicina (RIF) ¢ -- 10 mg/mL em DMSO
Estreptomicina (STR)©2 -- 10 mg/mL em agua bidestilada estéril

®Fluka (Buchs, Suica); @Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espanha); ®Sigma Aldrich S.A. (St. Louis,
MO, E.U.A.); “Merck (Darmstadt, Alemanha); ®Armazenamento a -20°C; DMSO: dimetilsulfoxido;
NaOH: hidréxido de sédio; HCI: &cido cloridrico. DiluigBes feitas em agua bidestilada estéril.
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Tabela 6. (Continuacao)

Solucdes Peso molecular (g/mol) Concentracio “stock”

Antibiéticos e EtBr

Rifampicina (RIF) ¢ -- 10 mg/mL em DMSO
Estreptomicina (STR)@2 -- 10 mg/mL em &gua bidestilada
esteéril
Isoniazida (INH)©2 - 10 mg/mL em é&gua bidestilada
esteéril
Brometo de Etidio (EtBr)@G - 10 mg/mL em é&gua bidestilada
esteéril

Inibidores de efluxo®®

Clorpromazina (CPZ) 355,3 10 mg/mL em &gua bidestilada
esteéril

Tioridazina (TZ) 370,57 10 mg/mL em &gua bidestilada
estéril

Verapamil (VP) 491,09 10 mg/mL em &gua bidestilada
esteéril

MFluka; @Panreac Quimica S.A.; ®@Sigma; ®Merck; ®Armazenamento a -20°C; ®Armazenamento a 4°C;
Diluices feitas em agua bidestilada estéril; DMSO: dimetilsulfoxido; NaOH: hidroxido de sédio; HCI:
acido cloridrico

A composicdo e modo de preparacdo das solucdes dos novos compostos Q-15.252
(fenilimidazolo) [100], EA156 e EA160 (tiazoisoxazolos) utilizados neste trabalho
encontra-se descrita na Tabela 7. Estas moléculas foram desenhadas e sintetizadas por um

grupo colaborador da Universita degli studi di Parma, Italia.

Tabela 7. Composicio e preparacio das solugdes “stock” dos novos compostos.

Novos compostos® Peso molecular (g/mol) Solucio “stock”
Q-15.252 410,72 10 mg/mL em DMSO
EA156 384,23 10 mg/mL em DMSO
EA160 489,42 10 mg/mL em DMSO

@Armazenamento a -20°C; Diluices feitas em agua bidestilada estéril

A composicao e modo de preparagédo de outras solucOes e reagentes utilizados neste

trabalho encontram-se descritas na Tabela 8.

22



Tabela 8. Composicao e preparacéo de outras solugdes utilizadas neste trabalho.

Solucdes Concentracio “stock”
Glucose*© 20 % (p/v) agua bidestilada estéril
PBSta 0,01 M tampao fosfato; 0,0027 M KCI; 0,137 M NaCl; pH 7,4
Uma pastilha em 200 mL de agua bidestilada estéril
Soro fisiologico@? NaCl 0,9 % (p/v) agua bidestilada estéril
Tween 80 0.9 20 % (v/v) agua bidestilada estéril
TE® 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA,; pH 8,0
TAE 50X® 2 M Tris-acetato; 0,05 M EDTA,; pH 8.3 £ 0.2 (25 °C)
1X:40 mM; 1 mM EDTA
Proteinase K® 20 mg/mL &gua bidestilada estéril
Lisozima® 100 mg/mL 4gua bidestilada estéril

@ Sigma; @Merck; @Autoclavado a 121 °C por 15 minutos a 1 bar e armazenamento a temperatura
ambiente. ® Esterilizado por filtragdo com filtro de 0,22 pm (aquecido a + 40 °C). ©®Armazenamento a 4
°C. PBS: tampao fosfato salino (do inglés, “phosphate buffered saline”); KCI: cloreto de potéssio; NaCl:
cloreto de soédio; EDTA: 4&cido etilenodiamino tetra-acético;, Tween 80: monooleato de
polioxietilenosorbitano.

2.2 Métodos

2.2.1 Crescimento e manutencao das estirpes bacterianas

As estirpes de M. smegmatis utilizadas neste trabalho foram mantidas a temperatura
ambiente em meio Lowenstein-Jensen. Para obter culturas em meio liquido, prepararam-
se suspensdes celulares iniciais ajustadas a escala de 0,5 McFarland, transferindo uma
pequena quantidade de massa micobacteriana para soro fisiologico contendo esferas de
vidro estéreis (Carl Roth, Karlsruhe, Alemanha). Estas suspensdes foram vigorosamente
agitadas em vortex, sendo preparadas de imediato dilui¢cBes 1:100, igualmente em soro
fisiolégico. Uma aliquota de 0,1 mL desta dilui¢do foi transferida para 10 mL de meio
7H9 suplementado com OADC 10% (v/v) e Tween 80 0,05% (v/v) (este Gltimo apenas
para os ensaios de fluorometria). As culturas foram incubadas a 37°C com agita¢éo a 180
rotacdes por minuto (rpm) numa incubadora MaxQ™ 4000 (Thermo Scientific) até uma
densidade otica a 600 nm (DOeoo) de 0,8, medida num espectrofotometro Spectronic™
20D+ (Thermo Scientific).
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2.2.2 Analise da sequéncia nucleotidica do gene IfrA

A sequéncia nucleotidica do gene IfrA da estirpe M. smegmatis XZL1675 foi
analisada com o intuito de se conhecer a extensdo da delecdo do gene nesta estirpe.

2.2.2.1 Extracdo de DNA genomico

O DNA genomico das duas estirpes em estudo foi extraido com o sistema “QlAamp
DNA mini kit” (Qiagen, E.U.A.), seguindo as orientac¢des do fabricante, a partir de uma

aliquota de 1 mL de culturas com DOsoo > 0,8.

Resumidamente, as células micobacterianas foram recolhidas por centrifugagdo a
13.000 rpm (Biofuge Pico Heraeus, DJB Labcare, Alemanha) por 10 minutos a
temperatura ambiente. O sedimento bacteriano foi lavado com 1 mL de tampédo TE e
ressuspendido em 0,2 mL de tampdo TE. De seguida, procedeu-se a lise celular e
desproteinizacdo, através de uma incubacdo da suspensdo celular a 95 °C em banho seco
durante 20 minutos, seguida de adi¢do de 2 mg/mL de proteinase K (Sigma) e 0,2 mL de
tampdo de lise AL, agitacdo vigorosa e incubacdo a 56 °C em banho-maria durante 10
minutos. A suspenséo (contendo o DNA) foram adicionados 0,2 mL de etanol 96 %, esta
mistura foi aplicada a uma coluna QIAamp e centrifugada a 8.000 rpm durante 1 minuto.
De seguida, efetuaram-se dois passos de lavagem sucessivos, primeiro com adicdo de 0,5
mL de tampao de lavagem AW1, seguido de centrifugacao a 8.000 rpm durante 1 minuto,
e a segunda com adicdo de 0,5 mL de tampéo de lavagem AW?2 e centrifugacdo a 13.000
rpm durante 3 minutos. Por fim, o DNA foi eluido da coluna adicionando 0,2 mL de
tampdo de eluicdo AE, seguido de incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente e

centrifugacgdo a 8.000 rpm por 1 minuto.

2.2.2.2 Analise do gene IfrA

Para analisar a extensdo da delec&o no gene IfrA da estirpe M. smegmatis XZL1675,
foi desenhado um par de “primers” para amplificagdo por PCR de um fragmento de 1230
pb. As reagdes de PCR foram preparadas num volume final de 0,05 mL contendo 2 U de

24



Taq polimerase (Thermo scientific); tampéo Tag 1X (Thermo scientific); 1,75 mM de
MgCl, (Thermo scientific); 200 uM de dNTPs (NZYTech, Lisboa); 25 pmol de cada
“primer” e 0,005 mL de DNA genomico, utilizando-se agua bidestilada estéril para
completar o volume.

As reacbes de PCR foram realizadas num termociclador UNO Il Biometra
(Biometra, Alemanha), usando o seguinte programa de amplificacdo: desnaturacéo inicial
a 95 °C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 1 minuto,
emparelhamento a 51 °C durante 1 minuto e extensdo a 72 °C durante 1 minuto, seguido
de um passo final de extens&o a 72 °C durante 5 minutos.

Os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de agarose
(Sigma) a 1 % (p/v), contendo 0,25 mg/L de EtBr, em tampdo TAE 1X, durante 1 hora e
10 minutos a 80 V. Os produtos de PCR foram visualizados num aparelho Gel Doc™ XR
System (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, E.U.A.) e analisados com a ajuda do marcador de
peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo scientific) no programa
QuantityOne (v 4.6.1) (Bio-Rad).

Para remocao de fragmentos inespecificos, o volume total das reacbes de PCR foi
aplicado num gel de agarose a 1 % e foi efetuada uma eletroforese nas condicdes
anteriormente descritas. As bandas correspondentes aos fragmentos de DNA desejados
foram excisadas do gel de agarose e o DNA purificado utilizando o sistema
“NZYGelpure” (NZYTech), seguindo as orientagdes do fabricante. Resumidamente, a
cada porcdo de agarose foi adicionado 0,3 mL de tampao de ligacdo por cada 100 mg de
agarose. Esta foi derretida por incubacdo a 55 °C em banho seco durante 5 minutos, e de
seguida aplicada a uma coluna NZY Tech. Seguidamente, realizou-se uma centrifugagéo
a 13.000 rpm (Biofuge Pico Heraeus) durante 1 minuto, com posterior adi¢do de 0,6 mL
de tampdo de lavagem, seguido de centrifugacdo nas mesmas condicdes. O DNA foi
eluido com adicao de 0,05 ml de tampéo de eluicdo, incubacdo a temperatura ambiente
durante 1 minuto e posterior centrifugacdo de 1 minuto a 13.000 rpm. Os produtos de
DNA purificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose nas condicfes
previamente descritas e guardados a -20°C.

Os produtos de PCR purificados foram enviados para sequenciacdo na STAB VIDA

Lda., usando o “primer” LfrA_Fw. As sequéncias obtidas foram analisadas com o0s
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programas  SnapGene®  Viewer 2.8.2 (GSL Biotech, disponivel em

http://www.snapgene.com/) e “Clustal Omega” [123].

2.2.3 Analise da expressdo de genes codificantes para bombas de efluxo

A expressao dos genes codificantes para bombas de efluxo, nomeadamente IfrA, p55,
tap e efpA e do gene repressor IfrR foi analisada com o intuito de avaliar a expressao
destes genes na estirpe M. smegmatis XZL1675 em relagdo a estirpe de M. smegmatis
mc2155.

2.2.3.1 Extracdo de RNA total

O RNA total das estirpes em estudo foi extraido com o sistema “RNeasy mini kit”
(Qiagen), de acordo com as recomendacdes do fabricante, a partir de uma aliquota de 1
mL de uma cultura a DOsoo de 0,78 a 0,8. Resumidamente, as células micobacterianas
foram recolhidas por centrifugacdo a 13.000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds remogdo de 0,5 mL de sobrenadante, o sedimento bacteriano foi
ressuspendido no restante volume e adicionou-se 1 mL de RNAprotect Bacteria reagent
(Qiagen) seguido de incubacdo a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Posteriormente, foi efetuada a lise celular, pela adi¢do de 3 mg/mL de lisozima (Sigma)
e tampéo RLT suplementado com B-mercaptoetanol (Sigma) a 1 % (v/v). As amostras
foram colocadas num banho de ultrassons durante 15 minutos e posteriormente
centrifugadas a 13.000 rpm durante 2 minutos. De seguida, foi adicionado 0,2 mL de 96
% etanol ao sobrenadante e este aplicado a uma coluna RNeasy e centrifugado a 13.000
rpm durante 15 segundos. Seguiu-se um passo de lavagem com adi¢do de 0,35 mL de
tampdo RW1 e nova centrifugacdo. O DNA contaminante foi digerido (em coluna) com
3 U de DNase | RNase-free (Qiagen) durante 2 horas e 15 minutos a temperatura
ambiente. De seguida, foi efetuado um novo passo de lavagem com 0,35 mL de tampé&o
RW1 seguido de centrifugacdo. Por fim, foi feita a adi¢do de 0,5 mL de tampdo RLT,
uma nova centrifugacdo a 13.000 rpm durante 15 segundos, sendo o0 RNA total eluido em

dois passos sucessivos de adi¢ao de 0,04 mL de &gua RNase-free e centrifugagdo a 13.000
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rpm durante um minuto. As amostras de RNA total foram imediatamente guardadas a -
20 °C.

2.2.3.2 Analise de expressado génica por RT-gPCR

Os niveis de expressdo dos genes IfrA, p55, tap, efpA e IfrR nas duas estirpes de M.
smegmatis foram quantificados por RT-gPCR num aparelho Rotor-Gene™ 3000 (Corbett
Research, Sydney, Australia), utilizando o sistema “QuantiTect SYBR Green RT-PCR”
(Qiagen). O 16S rDNA foi utilizado como controlo interno, pois o seu nivel de expressao
ndo sofre variacdo significativa entre diferentes ensaios. Foram efetuadas trés extracoes
independentes de RNA total, sendo cada ensaio de RT-gPCR feito em duplicado.

Foi usado o seguinte programa de amplificacdo: transcricdo reversa, com a
“Omnicript Reverse Transcriptase” e “Sensiscript Reverse Transcriptase” a 50 ° C durante
30 minutos; passo de ativacdo da “HotStarTaq Polymerase” a 95 °C durante 15 minutos;
amplificagdo do cDNA em 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C durante 30 segundos,
emparelhamento a 52 ° C durante 30 segundos e extensdo a 72 °C durante 30 segundos;
passo de extensdo final a 72 °C durante 5 minutos. No final de cada ciclo de amplificacao
é feita a aquisicdo de sinal emitido pelo fluorocromo SYBR Green | (aquando da sua
ligagdo ao DNA em cadeia dupla). Para andlise dos produtos, foi adicionado ao programa
de amplificagdo um passo de “melting” com incubagdo a 50 °C durante 15 segundos
seguido de um gradiente crescente de temperatura, no qual a temperatura sofre um
aumento de 1 °C, a cada 5 segundos até aos 99 °C. Este processo determina a
especificidade da reacdo, onde é possivel determinar o ponto correspondente a
dissociacdo de dimeros de “primers” e da sequéncia-alvo de produto inespecificos.

O nivel de expressdo génica foi calculado pelo método comparativo 242t [72].
Neste, o nivel de expressdo de cada gene foi normalizado com o gene controlo (16S
rDNA). Somente ap6s esta normalizagdo, foi determinado o nivel de expresséo de cada
gene na estirpe mutante XZL1675 relativamente a sua expressdo na estirpe selvagem
mc?155. A expressdo relativa de cada gene em estudo foi calculada de acordo com a

seguinte equagéo:
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Expresséo relativa = 2—(ACt amostra—ACt referéncia)

Equacdo 1. Expressdo matematica para determinacdo do nivel de expressdo génica, segundo o
método comparativo. Neste corresponde ao ciclo de PCR limiar, a amostra corresponde a estirpe M.
smegmatis XZL1675 e a referéncia a estirpe M. smegmatis mc2155 [72].

2.2.4 Determinacdo de concentra¢gBes minimas inibitérias (CMIs)

2.2.4.1 Preparacao do inoculo

Foram preparadas culturas das duas estirpes em estudo de acordo com o descrito no
ponto 2.2.1. Uma vez obtida uma DOsoo de 0,8, correspondente a meio da fase exponencial
de crescimento, foi preparado um indculo equivalente a escala de 0,5 McFarland em meio
7H9 suplementado com 10 % (v/v) de OADC.

2.2.4.2 Determinagdo de CMIs dos antibioticos e EtBr

A determinacdo de CMIs dos antibiéticos em estudo e EtBr foi realizada conforme
as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em placas de 96

pocos, pelo método de microdiluicdo em meio liquido [24] (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo esquematica do modo de preparacdo de placas de 96 pocos para
determinacdo de CMIs pelo método de microdiluicdo em meio liquido (A) e distribuicéo final da
concentracdo de agente antimicrobiano na placa (B). Po¢os a azul: 4gua bidestilada; pogos a amarelo:
controlo de esterilidade (somente meio); poc¢os a laranja: controlo de crescimento (meio e indculo).

As placas de 96 pogos foram preparadas de acordo com a representacdo da Figura 7.

Foram adicionadas aos pocos exteriores aliquotas de 0,1 mL de agua bidestilada esteril
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para minimizar a evaporacao do conteudo da placa (pocos a azul). Nos restantes pogos da
placa colocaram-se 0,1 mL de meio 7H9, e de seguida adicionou-se 0,1 mL de uma
solucéo do agente antimicrobiano a ser testado a cada po¢o da coluna 3. De seguida, foram
efetuadas dilui¢Ges seriadas 1:2, transferindo 0,1 mL do contetido do poco da coluna 3
para o0 poco da coluna 4. Este passo foi repetido sucessivamente até ao po¢o da coluna
10, sendo rejeitado 0,1 mL da dltima diluicdo. Apds a diluicdo seriada, foi adicionada
uma aliquota de 0,1 mL de in6culo a todos os pogos das colunas 3 a 11. Os pocos da
coluna 2, contendo apenas meio de cultura, foram utilizados como controlos de
esterilidade (controlo negativo), enquanto os pogos da coluna 11 foram utilizados como
controlos de crescimento da estirpe em estudo (controlo positivo). A placa foi selada num
saco de plastico (para minimizar evaporagdo do contetdo) e incubada a 37 °C. A leitura
foi efetuada visualmente ap6s um periodo de incubacdo de 72 horas, sendo a CMI
determinada como a menor concentracdo de agente antimicrobiano para a qual néo se
observou crescimento. As gamas de concentracdes testadas para cada um dos antibiéticos
e EtBr encontram-se descritas na Tabela 9.

Tabela 9. Gama de concentragdes testadas para os antibiéticos e EtBr em estudo.

Antibioticos e EtBr Gama de concentracgdes (mg/L)
CIP 0,031-4
OFX 0,031-4
ERY 4-512
CLR 0,5-64
EMB 0,031-4
RIF 0,5-64
STR 0,031-4
INH 0,5-64
EtBr 0,781 - 100 (para mc?155)

0,031 - 4 (para XZL1675)

CIP: ciprofloxacina; OFX: ofloxacina; ERY: eritromicina; CLR: claritromicina; EMB: etambutol; INH:
isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; INH: isoniazida; EtBr: brometo de etidio.

29



2.2.4.3 Determinacao de CMlIs dos inibidores de efluxo (IEs) e dos novos

compostos

A determinacdo das CMIs dos inibidores de efluxo clorpromazina, tioridazina e
verapamil, assim como dos novos compostos, foi realizada pelo método de microdiluicéo
em meio liquido, conforme descrito no ponto anterior. As gamas de concentracdes

testadas encontram-se descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Gama de concentracdes testadas para os inibidores de efluxo e novos compostos em estudo.

IEs/ novos compostos Gama de concentracdes (mg/L)
1Es
CPz 0,938 - 120
TZ 0,938 — 120
VP 12,5-1600

Novos compostos

Q-15.252 0,5 64
EA156 0,5 64
EA160 0,5 64

IEs: inibidores de efluxo; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil.

2.2.5 Avaliacdo do efeito dos IEs/novos compostos sobre o valor de CMIs

de antibiéticos e EtBr

O efeito dos inibidores de efluxo e dos novos compostos foi avaliado através da
re-determinacdo de CMIs dos antibidticos e EtBr na presenca dos mesmos. Para tal,
foram preparadas placas de 96 pocos conforme descrito no ponto 2.2.4.2. No entanto,
previamente ao passo de inoculacgdo foi adicionado a cada poco uma aliquota de 0,01
mL de cada composto de modo a obter uma concentragéo final equivalente a ¥% da
respetiva CMI.

As placas foram incubadas a 37 °C durante 72 horas e a leitura foi realizada
visualmente, sendo a CMI determinada como a menor concentracdo do agente
antimicrobiano para a qual ndo se observou crescimento. Os valores de CMIs obtidos

na presenca e auséncia dos IEs/novos compostos foram comparados, considerando-

30



se uma reducéo do valor de CMI em duas diluicdes na presenca do IE/novo composto

indicativa de um efeito inibitdrio de atividade de efluxo por esse composto [25].

2.2.6 Ensaios de sinergismo pelo método de “Checkerboard”

Os ensaios de sinergismo foram efetuados pelo método de “checkerboard” [42] em
placas de 96 pocos num volume final de 0,2 mL (Figura 8). Em primeiro lugar, foram
efetuadas dez diluicdes seriadas de cada agente antimicrobiano e seis dilui¢des de cada
inibidor de efluxo em meio 7H9, de modo a obter-se solucdes com quatro vezes a
concentracdo final pretendida, de 1x CMI até 1/512x CMI ou de 1x CMI até 1/32x CMI,
respetivamente. De seguida, deu-se inicio a preparacdo das placas de 96 pogos, sendo
adicionadas aliquotas de 0,1 mL de agua bidestilada estéril aos pogos exteriores (Figura
8, pocos a azul), para minimizar a evaporagdo do contetdo da placa. A cada poco da
coluna 11 foram adicionados 0,05 mL da solucdo de agente antimicrobiano mais
concentrada, sendo este passo repetido até a coluna 2, com adicao sucessiva de 0,05 mL
das solugOes seriadas previamente preparadas. Do mesmo modo, a cada pogo da linha B
foi adicionado 0,05 mL da solucao de inibidor de efluxo mais concentrada, com repeticéo
deste passo até a linha G, adicionando sucessivamente 0,05 mL das solucdes seriadas
previamente preparadas do inibidor de efluxo. Por fim, foi adicionado uma aliquota de
0,1 mL de indculo, descrito no ponto 2.2.4.1, a todos 0s pocos da placa.

Foram igualmente preparados controlos contendo somente agente antimicrobiano ou
inibidor de efluxo (0,05 mL de solu¢do) numa placa de 96 pocos separada, com adicao
de 0,05 mL de meio 7H9. As placas foram seladas num saco de plastico (para minimizar
evaporacao) e incubadas durante um periodo de 72 horas a 37 °C, sendo a leitura efetuada
visualmente e a CMI determinada como a menor concentracdo de agente antimicrobiano

para a qual ndo se observou crescimento.
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Figura 8. Representacéo esquematica do modo de preparacao de placas de 96 pogos para ensaios de
sinergismo pelo método de “Checkerboard” (A) e distribuicio final das concentraces de agente
antimicrobiano e inibidor de efluxo (IE) na placa (B). Pogos a azul: 4gua bidestilada.

O efeito dos inibidores de efluxo foi avaliado através da determinacdo dos valores
de concentracdo inibitdria fraciondria (FIC, do inglés “Fractional Inhibitory

Concentration”) de cada agente antimicrobiano pela formula seguinte:

CMI(A na presenca de IE)

FIC(a) =
@)
CMI(a

Equacéo 2. Expressao matematica para determinacéo de valores de FIC. CMIa) corresponde a CMI
do agente antimicrobiano A; CIMa na presenca de 1Ey COrresponde & CMI do agente antimicrobiano na presenca
de inibidor de efluxo .

Para avaliar o efeito de cada inibidor de efluxo na suscetibilidade a um dado agente
antimicrobiano, foi utilizado o critério de Pillai et al., em que um valor de FIC inferior a
0,5 é considerado sinergismo, valores de FIC iguais ou superiores a 4 como antagonismo

e valores de FIC entre 0,5 e 2,0, como indiferenca [102].

2.2.7 Ensaios de fluorometria em tempo-real

O efeito dos inibidores de efluxo/novos compostos sobre a atividade de efluxo de M.
smegmatis foi avaliado pelo método de fluorometria em tempo-real, desenvolvido no
Grupo de Micobactérias da Unidade de Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e

Medicina Tropical [140]. Neste método, utiliza-se o aparelho Rotor-Gene™ 3000 (Figura
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9), acoplado a um “software” de analise em tempo-real (rotor-gene v6.0, Corbett Resarch)
para detecdo da fluorescéncia emitida pelo EtBr (excitagdo a 530 nm, emisséo a 585 nm).
Esta molécula é um bom marcador para estudar a atividade de efluxo em bactérias, pois
€ um substrato comum de bombas de efluxo, e sendo um fluorocromo, emite fluorescéncia
forte quando concentrado no interior da célula bacteriana e fluorescéncia fraca em meio
extracelular [90, 139, 140].

Foram realizados trés tipos de ensaios fluorométricos: (1) ensaios de acumulagéo na
presenca de concentracOes crescentes de EtBr, para determinar a concentracdo de
equilibrio de EtBr (influxo = efluxo); (2) ensaios de acumulacdo de EtBr na presenca de
inibidores de efluxo/novos compostos, com o objetivo de avaliar o seu efeito na
acumulacdo de EtBr; (3) ensaios de efluxo, com o intuito de avaliar o efeito inibitorio dos
compostos no efluxo do EtBr. Todos os ensaios foram realizados na presenca e auséncia
de glucose, fonte de energia de sistemas de efluxo, e por conseguinte utilizada para
avaliacdo da dependéncia energética dos mesmos. Cada ensaio de fluorometria em tempo-

real foi realizado, pelo menos, em duplicado.

camara de reagiio

filtros de
detec¢@o

tubo
fotomultiplicador

rotagio dos tubos no
rotor

fonte de luz

A

Figura 9. Aspeto exterior de um aparelho Rotor-Gene™ 3000 (A); Representacdo esquematica do
seu interior (B) (https://www.qgiagen.com/media/product-tools/flash/RotorGeneQ/360/index.html).
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2.2.7.1 Ensaios de acumulacéo

2.2.7.1.1 Preparacdo do inoculo

Foram preparadas culturas das duas estirpes em estudo de acordo com o descrito no
ponto 2.2.1. Uma vez alcangada uma DOsoo de 0,8, as células foram recolhidas por
centrifugacdo a 3.500 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente numa centrifuga
5810 R (Eppendorf, Alemanha). O sedimento bacteriano foi lavado em 10 mL de PBS e
ressuspendido em PBS, de modo a obter uma DOeoo de 0,8 (para ensaios de acumulagéo)

ou 0,4 (para ensaios de efluxo).

2.2.7.1.2 Ensaios de acumulacédo de EtBr

Neste ensaio, a capacidade de acumulagdo de EtBr pelas duas estirpes de M.
smegmatis foi avaliada na presenca de EtBr a concentracdes de 0,125 mg/L a 3 mg/L.
Para tal, foram preparadas, em tubos de 0,2 mL, as seguintes reacdes, contendo 0,05 mL

de suspensdo celular a DOsoo de 0,8 e:

i. 0,05 mL PBS (controlo);

ii. 0,05 mL de EtBr nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6 mg/L;

iii. 0,05 mL de glucose a 0,8 %j;

iv. 0,05 mL de EtBr nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6 mg/L e 0,05 mL de

glucose a 0,8 %j;

Assim, em cada tubo, a suspensao celular encontra-se a uma DOsqo final de 0,4
e a glucose a uma concentracdo final de 0,4 %. Os tubos foram entdo colocados no
aparelho Rotor-Gene™ 3000 e o sinal de fluorescéncia do EtBr medido a cada ciclo

de 60 segundos durante 60 minutos a 37 °C.

2.2.7.1.3Ensaios de acumulacdo de EtBr na presenca de inibidores de

efluxo/novos compostos

Os ensaios de acumulagcdo de EtBr na presenca de inibidores de efluxo/novos
compostos foram realizados com o objetivo de avaliar a capacidade de promover a
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acumulacdo de EtBr na presenca dos mesmos a ¥ da sua CMI. Para tal, foram preparadas,
em tubos de 0,2 mL, as seguintes reac¢des, contendo 0,05 mL de suspenséo celular a DOsoo

€.

i. 0,05 mL PBS (controlo);

ii. 0,05 mL de EtBr a 0,25 mg/L (controlo);

iii. 0,05 mL de EtBr a 0,25 mg/L e inibidor de efluxo/novo composto;
iv. 0,05 mL glucose a 0,8 % (controlo);

v. 0,05 mL de EtBr a 0,25 mg/L e glucose a 0,8 % (controlo);

vi. 0,05 mL de EtBr a 0,25 mg/L, inibidor de efluxo/novo composto e glucose a 0,8%.

Em cada reacéo, a suspensdo celular encontra-se a uma DOsqo final de 0,4, 0 EtBr a
0,125 mg/L (concentracdo de equilibrio para as duas estirpes), a glucose a uma
concentracdo final de 0,4 % e cada inibidor de efluxo/novo composto a uma concentragédo
final equivalente a ¥ da respetiva CMI. Os tubos foram entéo colocados no aparelho
Rotor-Gene™ 3000 e o sinal de fluorescéncia do EtBr medido a cada ciclo de 60 segundos
durante 60 minutos a 37 °C.

A partir dos valores de fluorescéncia obtidos foram determinados os valores de
Fluorescéncia Final Relativa (RFF, do inglés “Relative Final Fluorescence”). Este
parametro permite quantificar o efeito de cada inibidor de efluxo/novo composto num
mesmo ensaio, assim como em ensaios independentes, sendo determinado pela seguinte

férmula;

l::60 (EtBr +IE/novo composto) ~ l::60 (EtBr)

RFFIE/novo composto — F (EtBD)
60 (EtBr

Equacdo 3. Expressdo matematica para determinacdo de valores de RFF. Feo EBr + 18/ novo composto)
corresponde & fluorescéncia ao minuto 60 na presenca EtBr e inibidor de efluxo/novo composto; Feo (eter)
corresponde ao valor de fluorescéncia ao minuto 60 somente na presenca de EtBr [77].

2.2.7.2 Ensaios de efluxo

Para estes ensaios € necessaria a preparacdo prévia de células carregadas de EtBr em
condigdes que promovem uma acumulagdo maxima de EtBr. Para tal, a suspenséo celular
de DOeoo de 0,4 (ponto 2.2.7.1.1) foi adicionado EtBr a 0,125 mg/L (concentracdo de
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equilibrio para as duas estirpes) e verapamil a 2 da sua CMI, uma vez que este é o inibidor
de efluxo que promove maior acumulacédo de EtBr em M. smegmatis [139, 140]. A
suspensdo celular foi entdo incubada a temperatura ambiente durante 60 minutos.
Posteriormente, as células foram recolhidas por centrifugacdo a 3.500 rpm durante 5
minutos e ressuspendidas em PBS de modo a obter uma suspensao celular com DOgoo de
0,8. De seguida, foram preparadas, em tubos de 0,2 mL, as seguintes reagdes, contendo

0,05 mL de suspenséo celular a DOggo de 0,8 e:

i. 0,05mL PBS;
ii. 0,05 mL de inibidor de efluxo/novo composto;
iii. 0,05 mL de glucose a 0,8 %;
iv. 0,05 mL de inibidor de efluxo/novo composto e glucose a 0,8 %.

Assim em cada tubo, a suspensdo celular encontra-se a uma DOsoo final de 0,4, a
glucose a uma concentracao final de 0,4 % e cada inibidor de efluxo/novo composto a
uma concentragdo final equivalente a ¥ da respetiva CMI. Os tubos foram entéo
colocados no aparelho Rotor-Gene™ 3000, e o sinal de fluorescéncia do EtBr medido a
cada ciclo de 30 segundos durante 30 minutos a 37 °C. Os dados obtidos foram
normalizados por comparagédo da fluorescéncia obtida em cada ponto com a fluorescéncia
obtida nas condic¢Ges de minimo de efluxo (presenca de verapamil e auséncia de glucose)
realizadas durante o mesmo ensaio. A fluorescéncia relativa foi entdo determinada
considerando que em cada unidade de tempo o valor de fluorescéncia lido no tubo de

controlo (efluxo minimo), equivale ao méaximo de fluorescéncia (definido como 1).
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3 RESULTADOS

3.1 Analise do gene IfrA da estirpe M. smegmatis XZL1675

Para este trabalho foram utilizadas duas estirpes de M. smegmatis, a estirpe selvagem
mc2155 e a estirpe mutante XZL1675 (mc2155 AlfrA), que diferem entre si no sistema de
efluxo LfrA. Este encontra-se inativado na estirpe mutante XZL1675 por delecdo, em
extensdo ndo conhecida, no gene IfrA [69]. Para analisar a extensdo da delecdo no gene
IfrA e assim confirmar a inativagdo do sistema de efluxo, a sequéncia nucleotidica de IfrA
foi analisada na estirpe mutante. Para isso, procedeu-se & amplificagdo de um fragmento
do gene por PCR nas duas estirpes. O fragmento amplificado tem um tamanho expectavel
de 1.23 kb na estirpe selvagem, mas devera apresentar um tamanho inferior na estirpe
mutante. Na Figura 10.A podem ser observados os produtos de PCR obtidos, tendo sido
detetada a amplificacdo de varios fragmentos para ambas as estirpes. No entanto, na
estirpe selvagem foi amplificado um fragmento de tamanho semelhante ao esperado
(caixa verde), ausente na estirpe mutante. Nesta estirpe, ao invés, foi observado um
fragmento de cerca de 700 pb (caixa vermelha) ausente na estirpe selvagem,
possivelmente refletindo uma delecdo no gene IfrA. Para comprovar esta hipotese, ambas
as bandas foram excisadas do gel de agarose, purificadas e analisadas novamente por

eletroforese (Figura 10.B).

M 3 4

1500 pb

1500 pb

1000 pb

750 pb! 1000 pb

500 pb 750 pb

500 pb

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos de PCR de um fragmento do gene IfrA
(A) e dos fragmentos obtidos ap6s purificacdo das bandas assinaladas (B). M: marcador GeneRuler
1kb DNA Ladder; 1: produto de PCR da estirpe mc?155; 2: produto de PCR da estirpe XZL1675; 3:
fragmento de 1230 pb purificado da estirpe mc?155; 4: fragmento de cerca de 700 pb purificado da estirpe
XZL1675; pb: pares de bases.
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O fragmento de cerca de 700 pb obtido para a estirpe XZL1675 foi enviado para
sequenciacdo. A andlise da sequéncia nucleotidica revelou uma delecdo de 576
nucleotidos, correspondendo a delecdo de 192 aminoacidos, estendendo-se do residuo 72
ao residuo 263 na proteina LfrA da estirpe mutante (Figura 11). Confirma-se assim que o
gene IfrA da estirpe M. smegmatis XZL1675 possui uma delecdo que muito

provavelmente originara uma proteina ndo funcional.

M. smegmatis mc?155 -LfrA MSTCIEGTPSTTRTPTRAWVALAVLALPVLLIAIDNTVLAFALPLIAEDFRPSATTQLWI 6@
M. smegmatis XZL1675-LfrA  ---------------- RAWVALAVLALPVLLIAIDNTVLAFALPLIAEDFRPSATTQLWI 44

M. smegmazi_ymc:]js -LfrA VDVYSLVLAALLVAMGSLGDRLGRRRLLLIGGAGFAVVSALAAFAPSAELLVGARALLGY 120
M. smegmatis XZL1675-LfrA VDVYSLVLAKL-------c-oocooom oo oo mo oo o mmmmm oo oo o 55

M. smegmatismc?155-LfrA  FGAMLMPSTLSLIRNIFTDASARRLAIAIWASCFTAGSALGPIVGGALLEHFHWGAVFLY 180
M. smegmatis XZL1675 - LItA e

M. smegmatis mc2155-LfrA AVPILLPLLVLGPRLVPESRDPNPGPFDPVSIVLSFTTMLPIVWAVKTAAHDGLSAAAAA 240
M. smegmatis XZL1675-LftA = === === == s s s o e e e m o e e e e e e e

M. smegmatis mc?155 -LfrA AFAVGIVSGALFVRRQNRSATPMLDIGLFKVMPFTSSILANFLSIIGLIGFIFFISQHLQ 3@
M. smegmatis XZL1675-LfrA - -------------"cccooo-- LDIGLFKVMPFTSSILANFLSIIGLIGFIFFISQHLQ 92

M. smegmatis mc?155 -LfrA LVLGLSPLTAGLVTLPGAVVSMIAGLAVVKAAKRFAPDTLMVTGLVFVAVGFLMILLFRH 36@
M. smegmatis XZL1675-LfrA LVLGLSPLTAGLVTLPGAVVSMIAGLAVVKAAKRFAPDTLMVTGLVFVAVGFLD------ 146

.....................................................

M. smegmatisme?155-LfrA | TVAATTASFVVLELGVGVSQTVSNDTIVASVPAAKSGAASAVSETAYELGAVVGTATL 420
M SHegMatiSRZENOTSEIITAs o i s e s o o e o 5 e A S

M. smegmatis mc?155-LfrA GTIFTAFYRSNVDVPAGLTPEQTGAAAESIGGAAAVAADLPAATATQLLDSARAAFDSGI 480
M. smegmatis XZL1675 -LTA cccccccccmc e e cccccccccccccccccccccccccc -

M. smegmatis mc?155 -LfrA APTAVIAAMLVLAAAAVVGVAFRR 504
M. smegmatis XZL1675-LfrA - --=----=--cmommcmmoanon

Figura 11. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina LfrA das estirpes M. smegmatis
mc?155 e XZL1675. O alinhamento foi realizado no programa Clustal Omega, usando a sequéncia da
proteina LfrA do genoma de M. smegmatis mc?155 disponivel na base de dados GenBank (niimero de
acesso: CP009494.1). As setas indicam o inicio e o fim da delecdo na sequéncia de aminoacidos da proteina
LfrA na estirpe M. smegmatis XZL1675.

3.2 Analise da expressao de genes codificantes para bombas de efluxo

Alguns estudos tém demonstrado que quando um sistema de efluxo €
inativado/afetado, ocorre uma sobrexpressdo de outras bombas de efluxo [40, 56, 74,
138]. Com base nestes estudos, foi avaliada a expressdo de genes codificantes para as
bombas de efluxo de M. smegmatis LfrA, P55, Tap e EfpA e LfrR, repressor
transcricional da LfrA. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Quantificacdo da expressdo de genes codificantes para bombas de efluxo na estirpe M.
smegmatis XZL 1675 relativamente a estirpe M. smegmatis mc?155.

Niveis de expressao

Estirpe
IfrA IfrR p55 tap efpA

XZL1675 0,36 £0,50 0,64 0,46 0,42 +0,40 0,42 +0,55 0,44 +0,33

Os valores correspondem a média + desvio padrdo de dois ensaios independentes para o gene IfrA e trés
ensaios independentes para 0s restantes genes.

3.3 Determinac¢do de concentracdes minimas inibitérias (CMIs)

As CMIs dos antibidticos em estudo, do EtBr e dos IEs foram determinadas para
avaliacdo do perfil de suscetibilidade das estirpes, bem como para definir as
concentragdes a serem utilizadas nos ensaios seguintes, nomeadamente, determinacéo de
CMiIs dos antibidticos e EtBr na presenca dos IEs, ensaios de sinergismo por
“Checkerboard” e ensaios de fluorometria em tempo-real.

Na Tabela 12 encontram-se os valores de CMIs dos antibiéticos e EtBr para as duas

estirpes em estudo.

Tabela 12. Valores de CMIs dos antibidticos e EtBr para as duas estirpes de M. smegmatis utilizadas
neste trabalho.

CMI (mg/L)
Antibidticos e EtBr
mc?155 XZL1675

CIP 0,25 0,125
OFX 0,5 0,25
ERY 256 256
CLR 8 16
EMB 1 0,5
INH 32 32
RIF 32 4
STR 0,5 0,5
EtBr 12,5 0,5

CMI: concentragdo minima inibitdria; CIP: ciprofloxacina; OFX: ofloxacina; ERY: eritromicina; CLR:
claritromicina; EMB: etambutol; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; INH: isoniazida; EtBr: brometo
de etidio.

Observou-se que a estirpe mutante XZL1675 (mc?155 AlfrA) apresenta,
relativamente a estirpe selvagem mc?155, maior suscetibilidade ao EtBr, rifampicina
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etambutol e fluoroquinolonas. Em particular, este aumento da suscetibilidade foi superior
para o EtBr e rifampicina, o que sugere que estes possam ser melhores substratos da
bomba de efluxo LfrA. Este perfil de susceptibilidade apresentado pela estirpe mutante é
concordante com estudos previamente publicados [69, 111]. Por outro lado, observou-se
uma diminuicdo da suscetibilidade a claritromicina, contrastando com um estudo
anteriormente realizado [111]. N&o se registaram diferencas na suscetibilidade a
estreptomicina, eritromicina e isoniazida.

A Tabela 13 apresenta os valores de CMIs dos inibidores de efluxo para as estirpes
em estudo, assim como a concentracdo de cada inibidor de efluxo a utilizar nos ensaios
seguintes. Observou-se um aumento da susceptibilidade da estirpe XZL1675 para todos
os inibidores de efluxo, com uma diminuicdo das CMIs para metade, em concordancia

com estudos anteriores [111].

Tabela 13. Valores de CMIs dos inibidores de efluxo para as duas estirpes de M. smegmatis e
concentracdes utilizadas nos ensaios de sinergismo e fluorometria.

CMI (mg/L) Concentracéo IE utilizada [mg/L e (UM)]
IEs mc2155 XZL1675
mc?155 XZL1675
Y CMI Y4 CMI % CMI Y4 CMI
CPZ 60 30 30 (84,5) 15 (42,25) 15 (42,25) 7,5 (21,125)
TZ 15 7,5 7,5 (18,5) 3,75 (9,25) 3,75 (9,25) 1,88 (4,6)
VP 800 400 400 (814,6) 200 (407,3) 200 (407,3) 100 (203,65)

CMI: concentragdo minima inibitdria; IE: inibidor de efluxo; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP:
verapamil.

3.4 Avaliacdo do efeito dos inibidores de efluxo sobre o valor de CMIs

de antibiéticos e EtBr

De modo a avaliar o efeito dos inibidores de efluxo nas CMIs dos antibi6ticos e do
EtBr foram re-determinadas as CMIs dos mesmos na presenca dos inibidores de efluxo a
Y. da CMI. Todavia, verificou-se que a esta concentragdo os inibidores de efluxo
interferiam na viabilidade celular das estirpes, ndo permitindo avaliar o seu efeito. Assim,
os ensaios foram realizados a ¥4 da CMI, encontrando-se os resultados destes ensaios para

as estirpes M. smegmatis mc?155 e XZL1675 nas Tabelas 14 e 15, respetivamente.
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De um modo geral, para a estirpe mc?155, os trés inibidores de efluxo promoveram
uma reducdo dos valores de CMI dos antibidticos e EtBr, embora somente significativa
para o EtBr (principalmente na presenca de verapamil), eritromicina e claritromicina. Por
sua vez, nenhum efeito foi observado na CMI da ofloxacina, enquanto a CMI do
etambutol aumentou para o dobro ou quadruplo na presenca de clorpromazina, verapamil

ou tioridazina, respetivamente.

Tabela 14. Valores de CMIs dos antibidticos e EtBr para a estirpe mc2155 na presenca dos inibidores
de efluxo CPZ, TZ e VP a % da CMI.

CMI (mg/L) para mc?155

Antibidticos e EtBr CPz TZ VP
sem IE
Y4 CMI Y4 CMI Y4 CMI
CIP 0,25 0,125 0,125 0,125
(12x) (12x) (12x)
OFX 0,5 0,5 0,5 0,5
¢) ) )
ERY 256 64 64 64
(14x) (14x) (14x)
CLR 8 2 2 2
(14x) (14x) (14x)
EMB 1 >2 2 >2
(>12x) (12x) (>12x)
RIF 16 16 16 8
¢) Q] (12x)
STR 0,5 0,25 0,125 0,25
(12x) (14x) (12x)
INH 32 16 16 32
(12x) (12x) )
EtBr 12,5 3,13 3,13 0,78
(14x) (14x) (116x)

CMI: concentragdo minima inibitdria; IE: inibidor de efluxo; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP:
verapamil; CIP: ciprofloxacina; OFX: ofloxacina; ERY: eritromicina; CLR: claritromicina; EMB:
etambutol; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; INH: isoniazida; EtBr: brometo de etidio; | reducéo de
CMI; 1 aumento de CMI; (-) sem efeito. Os valores a negrito indicam uma redugdo de CMI > 4x.

Em relacdo a estirpe XZL1675, os trés inibidores de efluxo promoveram uma
reducdo menos significativa das CMIs, sendo apenas observada uma reducdo da CMI
para um quarto do valor original para a claritromicina na presenca da clorpromazina e
verapamil. Para a rifampicina, todos os inibidores de efluxo reduziram o valor de CMI

para metade, enquanto para a estreptomicina e EtBr, este efeito foi apenas observado na
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presenca de clorpromazina e verapamil. Para os restantes antibioticos ndo foi observado
qualquer efeito, a excepcdo da eritromicina na presenca de verapamil. Tal como
observado para a estirpe mc?155, foi registado um aumento da CMI do etambutol na

presenca de todos os inibidores de efluxo.

Tabela 15. Valores de CMIs dos antibiéticos e EtBr para a estirpe XZL1675 na presenga dos
inibidores de efluxo CPZ, TZ e VP a ¥4 da CMI.

CMI (mg/L) para XZL1675

Antibioticos e EtBr CPz TZ VP
sem IE
Y4 CMI Y CMI Y CMI
CIP 0,125 0,125 0,125 0,125
¢) Q] )
OFX 0,25 0,25 0,25 0,25
) ) )
ERY 256 256 256 128
) ) (12x)
CLR 16 4 8 4
(14x) (12x) (14x)
EMB 0,5 2 2 2
(14x) (14x) (14x)
RIF 4 2 2 2
(12x) (12x) (12x)
STR 0,5 0,25 0,5 0,25
(12x) ) (12x)
INH 32 32 16 16
¢) (12x) (12x)
EtBr 0,5 0,25 0,5 0,25
(12x) ) (12x)

CMI: concentracdo minima inibitéria; IE: inibidor de efluxo; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP:
verapamil; CIP: ciprofloxacina; OFX: ofloxacina; ERY: eritromicina; CLR: claritromicina; EMB:
etambutol; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; INH: isoniazida; EtBr: brometo de etidio; | redugdo de
CMI; 1 aumento de CMI; (-) sem efeito. Os valores a negrito indicam uma reducdo de CMI > 4x.

Resumindo, o verapamil foi o inibidor de efluxo que demostrou maior capacidade
de reducdo de CMIs dos varios antibidticos em estudo e do EtBr. Entre as fenotiazinas, a
clorpromazina promoveu uma maior reducao de CMIs do que a tioridazina. De um modo
geral, este efeito de reducdo de CMIs foi menos significativa para a estirpe mutante
XZL1675.
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3.5 Ensaios de sinergismo pelo método de “Checkerboard”

De modo a detetar um possivel efeito sinérgico dos inibidores de efluxo com os
antibioticos em estudo e o EtBr, foram realizados ensaios de sinergismo pelo método de
“Checkerboard”. O efeito dos inibidores de efluxo foi classificado de acordo com o valor
de FIC, como definido por Pillai et al., considerando que um valor FIC < 0,5 corresponde
a sinergismo, um valor de FIC > 4 corresponde a antagonismo, e valores de FIC entre 0,5
e 2,0 correspondem a indiferenca [102].

Na Figura 12 e Tabela 16 encontram-se os resultados dos ensaios de sinergismo com

0s macrdlidos eritromicina e claritromicina e o EtBr para ambas as estirpes de M.

smegmatis.
mc2155 XZL1675
258 256 256 256 256 256
192 192 192 192 192 192
>
v 128 128 128 128 128 128
w
64 64 64 64 64 64
0 0 0 . 0 - 0 0
0 5 10 15 5 o9 4 g O 200400 600 800 0 2 4 6 8 0 10 20 30 0 100 200 300 400
8 8 8 16 16 16
iy 6 6 6 12 12 12
o 4 8 8
E a ¢ 4 8
= 2 2 2 4 4 4
o 0 o0 . . ! . 0 0
0 5 10 15 0 20 40 60 0 200 400 600 800 0 2 4 6 8 0 10 20 30 0 100 200 300 400
12,5 12,5 12,5 05 0.5 05
o
m 10 10 10 0,375 0.375 0,375
W 75 75 75 \
5 5 s 025 0,25 0.25
25 25 2.5 0,125 0,125 0,125
0 0 0 0 - 0
0 5 10 15 0 20 40 60 o 999 400 60O 80O 02 4 6 8 0 10 20 30 0 100 200 300 400
[TZ] (mg/L) [CPZ] (mg/L) [VP] (mgiL) [TZ] (mg/L) [CPZ] (mg/L) [VP] (mg/L)

Figura 12. Representacéo gréafica do efeito exercido pelos trés inibidores de efluxo sobre os valores
de CMls da eritromicina (ERY), claritromicina (CLR) e brometo de etidio (EtBr), para as duas
estirpes de M. smegmatis em estudo.
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Tabela 16. Efeito dos inibidores de efluxo nos valores de CMIs (mg/L) da eritromicina, claritromicina e EtBr e respetivos valores de FIC para as duas estirpes
de M. smegmatis em estudo.

CMI (mg/L) para mc?155

CMI (mg/L) para XZL1675

[IEs]
ERY CLR EtBr ERY CLR EtBr
(x CMI)
TZ CpPz VP TZ CpPz VP TZ CPz VP TZ CPzZ VP TZ CPz VP TZ CPz VP
<05 <05 <05 <0,0156 <0,0156 <0,156 <0.188 <0,188 <0,188 <05 <05 <0,5 2 <0,031 <0,031 0,0625 <0,002 <0,002
1
Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] (0,125) Q] Q] (0,125) ) )
16 <2 <2 4 <0,0156 <0,156 6,25 <0,188 0,195 128 64 32 8 2 2 0,0625 0,125 0,125
%
’ (0,0625) ) ) 0,5) ) ) 0,5) ) (0,016) 0,5) (0,25) (0,125) 0,5) (0,125)  (0,125) (0,125)  (0,25) (0,25)
32 32 32 4 2 4 6,25 31 0,75 256 128 128 8 4 4 05 0,25 0,25
Y.
) (0,125)  (0,125) (0,125) (0,5) (0,25) (0,5) (05  (0,25)  (0,06) 1) (0,5 (0,5) (0,5) 0,25)  (0,25) €)) 0,5) 0,5)
y 64 32 32 8 4 4 6,25 6,25 1,56 256 128 128 8 8 4 05 05 05
’ (0,25)  (0,125) (0,125) () (0,5) (0,5) (0,5) (0,5)  (0,125) 1) (0,5 (0,5) (0,5) 0,5) (0,25) €)) €)) €))
y 64 64 64 8 4 4 6,25 6,25 313 256 256 128 16 8 4 0,5 05 05
16
(0.25) (0.25)  (0,129) @ (0,5) (0,5) (0,5) (05) (0,25 @ @ (0,5) @ (0,5) (0,25) @ @ @
Y 128 64 64 8 8 8 6,25 6,25 3,13 256 256 128 16 8 8 0,5 05 05
32
(0,5) (0,25)  (0,25) @ @ @ (0,5) (05) (0,25 @ @ (0,5) @ (0,5) (0,5) @ @ @
sem IE 256 8 12,5 256 16 0,5

CMI: concentragdo minima inibitoria; FIC: concentracdo inibitoria fracionéria; IE: inibidor de efluxo; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VVP: verapamil; ERY:
eritromicina; CLR: claritromicina; EtBr: brometo de etidio. Os valores entre parénteses correspondem aos valores de FIC. Os valores a negrito indicam um valor de FIC

< 0,5 correspondente a sinergismo.
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Pela analise da Figura 12 e da Tabela 16, foi observado um efeito sinérgico

significativo dos inibidores de efluxo com a eritromicina e o EtBr; para a claritromicina,

este efeito sinérgico foi menos significativo e observado apenas na estirpe XZL1675.

Por sua vez, os resultados dos ensaios de sinergismo para as duas fluoroquinolonas

ciprofloxacina e ofloxacina, assim como para a estreptomicina encontram-se na Figura

13 e Tabela 17.
mc2155 XZL1675
0.25 0,25 ¢ 0,25 0,125 meeo—o—» 0,125 meo—e——o 0,125 poo0—a—»
0,1875 0,1875 0,1875 0,09375 0,09375 0,09375
S o012 0,125 0,125 0,0625 0,0625 0,0625
0,0625 0,0625 0,0625 0,03125 0,03125 0,03125
u IJ 0 TS | 0 —
20 40 0 200 400 600 800 02 4 6 8 0 10 20 30 0 100 200 300 400
- 05 ¢ 0.5 4 0.5 0,25 § 0,25 mes—o o 02594
21 o 0375 0,375 N 0,375 0,1875 0,1875 0,1875
= "o" 0,25 0,25 0,25 0,125 0,125 0,125
E 0425 0125 0,125 0,0625 0,0625 0,0625
n n 0 . . 0 o — 0
0 200 400 600 300 0 2 4 65 8 0 10 20 30 0 100 200 300 400
05 05 05 05 05 05
0375 0,375 & 0,375 0,375 .\_\ 0,375 0,375
® 9,25 0,25 0,25 0,25 0,25 025
0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
u 0 0 0
20 40 60 0 200 400 600 800 0 2 4 6 8 0 10 20 30 0 100 200 300 400
[TZ] (mg/L) [CPZ] (mg/L) [VP] (mg/L) [TZ] (mg/L) [CPZ] (mg/L) [VP] (mg/L)

Figura 13. Representacéo grafica do efeito exercido pelos trés inibidores de efluxo sobre os valores
de CMIs da ciprofloxacina (CIP), ofloxacina (OFX) e estreptomicina (STR) para as duas estirpes de
M. smegmatis em estudo.

Pela andlise da Figura 13 e da Tabela 17, observa-se um fraco efeito sinérgico dos

inibidores de efluxo com a estreptomicina em ambas as estirpes, enquanto nenhum efeito

foi registado com as fluoroquinolonas ciprofloxacina e ofloxacina.
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Tabela 17. Efeito dos inibidores de efluxo nos valores de CMIs (mg/L) da ciprofloxacina, ofloxacina e estreptomicina e respetivos valores de FIC para as duas
estirpes de M. smegmatis em estudo.

CMI (mg/L) para mc?155

CMI (mg/L) para XZL1675

[1Es]
(x CIP OFX STR CIP OFX STR
CMI)
TZ CPz VP TZ CPz VP TZ CPz VP TZ CPZ VP TZ CPz VP TZ CPZ VP
<0,004 <0,004 <0,004 0,25 <0,004 <0,004 <0,004 <0,004 <0,004 0,125 0,125 <0,002 <0,002  <0,002  <0,002 0,125 <0,004 <0,004
1
Q] Q] ) (0,5) Q] Q) ) O] O] (1) (€] ) ) ) ) (0,125) ) )
0125 0,25  <0,004 05 05  <0,004 0,125 <0,004 0,03 0,125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25 0,25 0,125 0,125
v
i (0,5) (1) ) (1) (1) Q] (0,25) Q] (0,06) @) 1) 1) (N @ (N (05 (025 (0,25
0,25 0,25 0,25 05 05 05 0,25 0,125 0,25 0,125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Y,
) (1) (1) (€] (1) (1) 1) (0,5) (0,25) (0,5) @) 1) (N ey @ (N 0,5) (0,5) (0,5)
y 0,25 0,25 0,25 05 05 05 0,25 0,25 0,25 0125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25 05 0,25 0,25
8
() () @) () () () (0.5) (0,5) (0.5) (€] ) (1) (1) ) (1) @ (0,5) (0,5)
y 0,25 0,25 0,25 05 05 05 0,25 0,25 0,25 0,125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25 05 0,25 0,25
16
(1) (1) (€] (1) (1) 1) (0,5) (0,5) (0,5) ) ) 1) 1) @ (N () (0,5) (0,5)
y 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,25 0,125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 05
32
1) 1) @ 1) 1) () @ (0,5) (0,5) (€] @ ) 1) @) 1) @ @) (€]
sem IE 0,25 0,5 05 0,125 0,25 0,5

CMI: concentragdo minima inibitoria; FIC: concentracdo inibitoria fracionaria”; IE: inibidor de efluxo; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil; CIP:
ciprofloxacina; OFX: ofloxacina; STR: estreptomicina. Os valores entre parénteses correspondem aos valores de FIC. Os valores a negrito indicam um valor de FIC <

0,5 correspondente a sinergismo.
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Os resultados dos ensaios de sinergismo efetuados para os restantes antibidticos,

nomeadamente rifampicina, isoniazida e etambutol encontram-se na Figura 14 e Tabela

18.
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Figura 14. Representacéo grafica do efeito exercido pelos trés inibidores de efluxo sobre os valores
de CMIs da rifampicina (RIF), isoniazida (INH) e etambutol (EMB) para as duas estirpes de M.
smegmatis em estudo.

Relativamente ao efeito dos inibidores de efluxo com estes trés antibi6ticos, foi

observado um fraco efeito sinérgico com a rifampicina e isoniazida, mais evidente para a

estirpe mc?155. Pelo contrario, os trés inibidores de efluxo mostraram exercer um efeito

antagdénico com o etambutol em ambas as estirpes.
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Tabela 18. Efeito dos inibidores de efluxo nos valores de CMIs (mg/L) da rifampicina, isoniazida e etambutol e respetivos valores de FIC para as duas estirpes

de M. smegmatis em estudo.

CMI (mg/L) para mc?155

CMI (mg/L) para XZL1675

[1Es]
(x RIF INH EMB RIF INH EMB
CMI)
TZ CpPz VP TZ CpPz VP TZ CPZ VP TZ CPz VP TZ CpPz VP Tz CPz VP
<0,125 <0125 <0,125 <0,125 <0,125 <0,125 <0.03 <0,03 <0,03 <0,0078 <0,0078 <0,0078 <0,125 <0,125 <0,125 1 <0,0078 <0,0078
1
G ©) 0 ) ) ) ) 0 0 ) ) ) ) ) ) (2 ) )
8 <0125 <0,125 16 <0,125 <0,125 2 <0,03  <0,03 2 05 1 16 16 8 1 2 2
Y5
’ (0.5) Q] Q] (0,5) ) ) 2 Q] Q] (0,5) (0,125)  (0,25) (0,5) (0,5) (0,25) ) 4 4
16 8 8 32 16 32 2 4 2 4 2 4 16 16 16 1 2 2
Yy
) (1) 0,5) (0,5) @) (0,5) @) 2 G @) @) (0,5) @) (0,5) (0,5) (0,5) ) @) @)
y 16 16 16 32 16 32 2 4 2 4 4 4 32 16 16 1 2 2
’ (1) (€] (1) @) (0,5) @) 2 (C)] 2 @) @) @) @) (0,5) (0,5) ) ) )
y 16 16 16 32 16 32 1 2 2 4 4 4 32 32 32 05 1 1
° (1) (€] (1) (1) (0,5) 6] 1) (2 2 @ 1) @) @) @ @) 6] ) )
y 16 16 16 32 16 32 1 2 1 4 4 4 32 32 16 0,5 1 1
* (1) (€] (1) (1) (0,5) 6] 1) (2 (1) @ 1) @) @) @ (0,5) 6] %) %)
sem IE 16 32 1 4 32 05

CMI: concentragdo minima inibitéria; FIC: concentracdo inibitdria fracionaria; IE: inibidor de efluxo; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil; RIF:
rifampicina, INH: isoniazida; EMB: etambutol. Os valores entre parénteses correspondem ao valores de FIC. Os valores a negrito indicam um valor de FIC < 0,5

correspondente a sinergismo.
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Resumindo, o verapamil foi o inibidor de efluxo que exerceu maior efeito sinérgico
com os antibidticos, particularmente os macrélidos eritromicina e claritromicina e com o
EtBr. Este efeito sinérgico foi também observado para as duas fenotiazinas testadas,
embora menos evidente. Por outro lado, este sinergismo foi menos significativo na estirpe
XZL1675, relativamente & estirpe mc?155, provavelmente resultado de uma menor

capacidade de efluxo devido a inativacdo do sistema de efluxo LfrA.

3.6 Avaliagdo da atividade de efluxo por fluorometria

3.6.1 Ensaios de acumulacédo de EtBr

Os ensaios de fluorometria permitem avaliar em tempo-real a atividade de efluxo de
uma dada estirpe, assim como avaliar o efeito de um dado composto sobre essa atividade.
Para tal, é necessario efetuar um primeiro ensaio de acumulacdo com concentracfes
crescentes de EtBr para determinar a concentracao de equilibrio entre o influxo e o efluxo
de EtBr para cada uma das estirpes em estudo. Este valor de concentragéo foi utilizado
posteriormente para a realizagdo de ensaios de acumulacdo de EtBr na presenca dos
inibidores de efluxo clorpromazina, tioridazina e verapamil, com o objetivo de avaliar a
sua capacidade de inibicdo de efluxo do EtBr. Todos os ensaios foram realizados na
presenca e auséncia de glucose como fonte de energia para a avaliagdo da dependéncia
energética dos sistemas de efluxo.

Na Figura 15 sdo apresentados graficos representativos dos resultados obtidos nos
ensaios de acumulacdo com concentragcdes crescentes de EtBr para as duas estirpes em

estudo.
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Figura 15. Ensaios de acumulacao com concentragdes crescentes (0,125 - 3 mg/L) de EtBr na auséncia
e presenca 0,4% de glucose para as duas estirpes de M. smegmatis. A seta indica a curva da concentragéo
de EtBr (0,125 mg/L) selecionada para posterior avaliacao do efeito dos inibidores de efluxo na acumulagéo
de EtBr. EtBr: brometo de etidio; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil.

Nestes ensaios, foi possivel observar que ambas as estirpes apresentam a mesma
concentracdo de equilibrio (influxo = efluxo) de EtBr, 0,125 mg/L, como evidenciada
pelas setas na Figura 15. Ao contrério do esperado, ndo foram observadas diferengas
significativas na acumulacdo de EtBr entre as duas estirpes na auséncia de glucose. No
entanto, na presenca de glucose, foi detetado um aumento da acumulacdo de EtBr na
estirpe XZL1675 (mc?155 AlfrA), em comparacio com a estirpe selvagem, na
concentracdo de 1 mg/L. Estes resultados sugerem que ambas as estirpes apresentam uma

actividade de efluxo comparavel, embora superior na estirpe selvagem.

3.6.2 Ensaios de acumulacao de EtBr na presenca de inibidores de efluxo

Para a avaliacdo do efeito de inibidores de efluxo na acumulacdo de EtBr, foram
realizados ensaios de acumulacdo na presenca destes IEs a % da CMI (Tabela 12). De

modo a ser possivel comparar e quantificar o efeito de cada inibidor no mesmo ensaio ou
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entre diferentes ensaios, foram calculados valores de RFF (ver Materiais e Métodos,
ponto 2.2.7.1.3). Na Figura 16 apresentam-se graficos representativos dos resultados

obtidos nestes ensaios para as duas estirpes em estudo.
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Figura 16. Ensaio de acumulacédo de EtBr [0,125mg/L] para as duas estirpes de M. smegmatis na
presenca de inibidores de efluxo a ¥4 da CMI e na auséncia e presenca de 0,4 % glucose. CPZ:
clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil. Os IEs foram utilizados a ¥4 de CMI, nomeadamente: para
mc?155 CPZ 15 mg/L, TZ 3,75 mg/L, VP 200 mg/L e para XZL1675 CPZ 7,5 mg/L, TZ 1,88 mg/L, VP
100 mg/L.

Os gréaficos apresentados na Figura 16 evidenciam maior acumulacdo de EtBr na
presenca de todos os inibidores de efluxo em relagdo ao controlo (estirpe + EtBr).
Todavia, o verapamil foi o inibidor de efluxo que apresentou um maior efeito na
acumulacdo de EtBr. Estes resultados séo suportados pelos valores de RFF apresentados
na Tabela 19, em que o verapamil apresentou valores superiores aos da clorpromazina e
tioridazina. Para além disso, é possivel observar um menor efeito da glucose sobre os

valores de RFF relativos ao verapamil.
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Tabela 19. Valores de RFF dos inibidores de efluxo na auséncia e presenca de glucose 0,4 % para as
duas estirpes de M. smegmatis. Os valores de RFF foram calculados com base na equacgdo descrita nos
Materiais e Métodos, 2.2.7.1.3.

RFF
IEs
(% CMI) mc?155 XZL1675
A
sem glucose com glucose sem glucose com glucose
CPZ 0,69 £ 0,01 1,78 + 0,85 0,85+ 0,36 1,40 £0,24
TZ 0,44 £ 0,01 1,09 + 0,57 0,81+0,28 1,00 £0,41
VP 1,69 + 0,02 3,54 +0,99 1,04 £0,33 1,92 £ 0,33

IE: inibidor de efluxo; RFF: “relative final fluorescence”; CMI: concentracdo minima inibitoria; EtBr:
brometo de etidio; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil. Os valores de RFF correspondem
a média + desvio padrdo de dois ensaios independentes para a estirpe mc?155 e de trés ensaios
independentes para a estirpe XZL1675.

Em suma, a partir destes ensaios é possivel ordenar os trés inibidores de efluxo
consoante o seu efeito de inibi¢do da atividade de efluxo em M. smegmatis na ordem
TZ<CPZ<VP, quando comparados a ¥4 da CMI. Tal como esperado, o efeito inibitorio
do verapamil no efluxo de EtBr é mais notorio para a estirpe selvagem mc?155, quer na

auséncia ou presenca de glucose.

3.6.3 Ensaios de efluxo

Por altimo, foram realizados ensaios de efluxo de EtBr, nos quais o verapamil, como
o inibidor de efluxo que promove maior acumulacéo intracelular de EtBr (Figura 16), foi
0 composto escolhido para obter células carregadas com EtBr (ver Materiais e Métodos,
ponto 2.2.7.2). A Figura 17 apresenta gréficos representativos de ensaios de efluxo para

as duas estirpes.
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Figura 17. Ensaios de efluxo de EtBr [0,125 mg/L] na presenca dos inibidores de efluxo a ¥4 da CMI
e na auséncia e presenca de 0,4% glucose para as duas estirpes de M. smegmatis. EtBr: brometo de
etidio; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil.

Da andlise destes graficos e conforme esperado, a estirpe selvagem mc2155
apresentou uma atividade de efluxo de EtBr superior a estirpe da estirpe XZL1675,
corroborando a inativacdo do sistema de efluxo LfrA na estirpe mutante. Relativamente
aos inibidores de efluxo observa-se uma maior atividade inibitéria de efluxo pelo
verapamil relativamente aos restantes inibidores de efluxo testados, clorpromazina e

tioridazina.

3.7 Construcdo de um modelo de rastreio de novos compostos com

potencial atividade antimicobacteriana e/ou inibitéria de efluxo

Com base nos resultados acima apresentados, foi desenhado um fluxograma para o
rastreio e identificacdo de novos compostos com potencial atividade antimicobacteriana
e/ou inibitdria de efluxo em micobactérias. O modelo proposto permite classificar novos
compostos em estudo em quatro categorias: (i) compostos com potencial agdo
antimicobacteriana; compostos com potencial acdo adjuvante de outros
antimicobacterianos, dentro dos quais distinguimos (ii) potenciais inibidores de efluxo e
(iii) potenciais adjuvantes por outros mecanismos que nao a inibicdo de efluxo e (iv)
compostos sem atividade relevante (Figura 18). Este fluxograma € proposto usando
somente M. smegmatis mc?155 como estirpe modelo, uma vez que esta apresenta uma
atividade de efluxo superior a da estirpe mutante e que o marcador de efluxo utilizado é
0 brometo de etidio, substrato do sistema de efluxo LfrA, que se encontra inativado na
estirpe M. smegmatis XZL1675.
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Figura 18. Fluxograma representando o modelo de rastreio e identificagdo de novos compostos com
potencial atividade antimicobacteriana e/ou adjuvante, incluindo atividade inibitoria de efluxo. CMI:
concentragdo minima inibitdria: EtBr: brometo de etidio; RFF: fluorescéncia relativa final, (“relative final
fluorescence”); FIC: concentragdo inibitoria fraciondria (“fractional inhibitory concentration”).
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O modelo consiste num passo inicial de determinagéo dos valores de CMIs dos novos
compostos (Figura 18, Passo 1), onde é possivel classificar os compostos em dois grupos.
Compostos que apresentem CMIs baixas (< 20 uM) sdo classificados como potenciais
antimicobacterianos e podem ser testados em modelos de micobactérias patogénicas;
compostos com CMlIs elevadas (> 20 pM) ndo terdo, a partida, atividade
antimicobacteriana consideravel. Para este segundo grupo avalia-se de seguida a sua
capacidade de reducdo de CMI de antibi6ticos relevantes e do EtBr (Figura 18, Passo 2),
em paralelo com a realizacdo de ensaios de acumulacdo de EtBr para avaliacdo da
atividade de inibicdo de efluxo (Figura 18, Passo 3). Neste ponto do protocolo, € possivel
classificar os compostos do segundo grupo em duas categorias: (i) um composto que
apresente uma CMI alta e que possua uma capacidade significativa de reducdo de CMIs
dos antibidticos e do EtBr (reducdo > 4X) é classificada como potencial adjuvante, (ii)
compostos com CMIs elevadas, que ndo possuam capacidade de reducdo de CMIs de
outros agentes e um valor de RFF baixo, a partida ndo terdo atividade relevante e o seu
estudo serd descontinuado.

Um potencial adjuvante que diminua significativamente (= 4X) a CMI de diversos
antibidticos e um valor de RFF baixo (definido como < 1), serd um potencial adjuvante e
prosseguird para ensaios de sinergismo (Figura 18, Passo 4). Por outro lado, um
composto com CMI alta, capaz de reduzir significativamente (> 4X) a CMI do EtBr e
com um RFF alto (definido como > 1), serd& um potencial adjuvante com atividade
inibitoria de efluxo. Este composto prosseguira para a ensaios de efluxo (Figura 18, Passo
5) para confirmacdo da sua atividade inibitéria de efluxo.

Apobs estes ensaios (Passos 4 e 5), os compostos que demonstrarem uma agdo
sinérgica (FIC < 0,5) serdo classificados como potenciais adjuvantes e poderdo ser
testados em micobactérias patogénicas, nomeadamente M. tuberculosis, enquanto aqueles
gue demonstrarem uma atividade inibitdria de efluxo, serdo classificados como potenciais
inibidores de efluxo, e poderéo ser testados também em micobactérias patogénicas.

Como ja referido, este modelo foi otimizado através do estudo da interacdo entre
agentes antimicrobianos relevantes com os inibidores de efluxo conhecidos e ensaios de
fluorometria (pontos 3.3 a 3.6). De acordo com o fluxograma proposto (Figura 18) e os
dados obtidos para os trés inibidores de efluxo em estudo, o verapamil € um potencial

inibidor de efluxo apresentando capacidade de reducdo de CMI do EtBr e um valor de
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RFF > 1. Por sua vez, as fenotiazinas, foram classificadas como potenciais adjuvantes
uma vez que reduziram as CMIs de antibioticos e apresentaram valores de RFF < 1. Estes
resultados evidenciam a eficacia do modelo para a identificacdo de novos compostos com

potencial atividade antimicobacteriana e/ou inibitéria de efluxo.

3.8 Aplicacdo do modelo para a avaliacdo de novos compostos

Ap0s a construcdo e validacdo do modelo apresentado na Figura 18, este foi aplicado
no estudo de trés novos compostos, um fenilimidazolo (Q-15.252), e dois tiazoisoxazolos
(EA156 e EA160), desenhados e sintetizados por um grupo colaborador, como possiveis

agentes antimicobacterianos ou inibidores de efluxo.

3.8.1 Determinacdo de CMIs dos novos compostos

A avaliacdo dos novos compostos foi iniciada com a determinacdo dos seus valores

de CMIs (Figura 18, Passo 1) para a estirpe mc?155,apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Valores de CMIs dos novos compostos para a estirpe de M. smegmatis mc?155 e
concentracdes utilizadas nos ensaios de sinergismo e fluorometria.

CMI Concentracéo utilizada
Composto
[mg/L (LM)] 1% CMI Y, CMI
Q- 15.252 8 (19,5) 4 (9,75) 2 (4,88)
EA156 >64 (>166,6) -- 32(83,3)
EA160 >64 (>130,8) -- 32 (65,4)

CMI: concentragdo minima inibitdria. -- concentragdo ndo utilizada.

O composto Q-15.252 apresentou uma CMI de 8 mg/L (19.5 uM), um valor
considerado baixo e que sugere atividade antimicobacteriana. Os compostos EA156 e
EA160 apresentaram CMIs superiores a 64 mg/L (maior concentracdo testada devido a

problemas de solubilidade) e portanto ndo possuem atividade antimicobacteriana.
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3.8.2 Determinacdo de CMIs de antibidticos e EtBr na presenca dos novos

compostos

A avaliacdo da capacidade de reducdo de CMIs dos antibioticos e EtBr (Figura 18,
Passo 2) foi realizada apenas para o composto Q-15.252 (Tabela 21), pois apenas este foi
disponibilizado para este trabalho em quantidade suficiente.

Né&o se observou qualquer efeito do composto Q-15.252 (a ¥ da CMI) nos valores
de CMIs dos antibidticos e EtBr. Por essa razdo, 0 composto foi testado a concentracdes
mais altas, nomeadamente a % da CMI para trés antibidticos representativos

(ciprofloxacina, eritromicina e estreptomicina) e para o EtBr - Tabela 21.

Tabela 21. Valores de CMIs dos antibidticos e EtBr na presenca do composto Q-15.252 a ¥4 e % da
CMI para a estirpe mc?155.

Antibioticos e CMls (mg/L)

EtBr Sem composto + Q-15.252 (% CMI) + Q-15.252 (% CMI)

CIP 0,25 0,25 0,25
) )

OFX 0,5 0,5

nd

)

ERY 128 128 128
Q] Q]

CLR 8 8 nd
Q]

RIF 32 32 nd
Q]

EMB 1 1 nd
)

STR 0,5 0,5 0,5
) )

EtBr 12,5 12,5 6,25
() (L 2x)

CMI: concentragdo minima inibitdria; CIP: ciprofloxacina; OFX: ofloxacina; ERY: eritromicina; CLR:
claritromicina; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; STR: estreptomicina; EtBr: brometo de etidio;
reducdo de CMI; (-) sem reducdo de CMI; nd: ndo determinado.

Pelos resultados apresentados na Tabela 21, conclui-se que Q-15.252 nédo afeta
significativamente as CMIs dos antibioticos testados e do EtBr, uma vez que apenas se
observou uma reducéo ligeira de CMI (2x) do EtBr na presenca deste composto a ¥2 da
CML.
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3.8.3 Ensaios de acumulacédo de EtBr na presenca dos novos compostos

Foram realizados ensaios de acumulacédo de EtBr na presenca dos trés novos
compostos a ¥4 da CMI (Figura 18, Passo 3), de modo a avaliar a sua capacidade inibitoria
de efluxo, juntamente com a clorpromazina, tioridazina e verapamil, utilizados como

controlos (Figura 19).
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Figura 19. Ensaio de acumulacdo de EtBr [0,125mg/L] para a estirpe mc?155, na presenca de
inibidores de efluxo e dos novos compostos Q-15.252, EA156 e EA160 a ¥4 da CMI, com auséncia (A)
e presenca (B) de glucose 0,4%. CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil; G: glucose.

O composto EA160 foi aquele que promoveu maior acumulacdo de EtBr, quando
comparado com 0s restantes compostos ou mesmo 0s controlos, na auséncia de glucose
(Figura 19.A). Na presenca de glucose, apresentou um efeito inferior ao do verapamil,
porém superior ao dos outros inibidores de efluxo e novos compostos (Figura 19.B).
Relativamente ao composto EA156, este demonstrou algum efeito inibitério de efluxo,
porém inferior ao dos controlos. Por sua vez, o composto Q-15.252 ndo apresentou
qualquer efeito na acumulacdo do EtBr. Estes resultados séo refletidos nos valores de

RFF, apresentados na Tabela 22.
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Tabela 22. Valores de RFF dos novos compostos e dos inibidores de efluxo e na auséncia e presenca
de glucose 0,4 % para a estirpe mc2155. Os valores de RFF foram calculados com base na equagdo

descrita nos Materiais e Métodos, 2.2.7.1.3.

IEs/ Novos RFF RFF
Compostos Sem glucose Com glucose

(¥ CMI)

Q-15.252 -0,02 £ 0,05 0,06 £0,11
EA156 0,50+0,10 1,00+ 0,78
EA160 1,90+ 0,10 3,37 +£2,00

TZ 0,44 £0,01 1,09 £0,57
CpPz 0,69 +0,01 1,78 £ 0,85
VP 1,69 + 0,02 3,54 +£0,99

IE: inibidor de efluxo; RFF : “relative final fluorescence”; CMI: concentragdo minima inibitéria; EtBr:
brometo de etidio; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil; G: glucose. Os valores de RFF
apresentados correspondem a média + desvio padréo de dois ensaios independentes.

Analisando os valores de RFF obtidos, confirma-se que o composto EA160 apresenta

um efeito na acumulacdo do EtBr superior ao verapamil, sendo portanto um candidato a

inibidor de efluxo. Por sua vez, o composto EA156 demonstra um fraco efeito na

acumulacdo de EtBr, efeito esse inexistente para a composto Q-15.252. No entanto, como

pode ser observado na Figura 19, o composto EA160 originou uma rapida acumulacgéo de

EtBr nos primeiros minutos do ensaio. Por essa razdo, foram realizados ensaios

adicionais, com diferentes concentracdes deste composto para determinar se este efeito

era dependente da concentracdo (Figura 20).
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Figura 20. Ensaio de acumulagéo de EtBr [0,125mg/L] na presenca do novo composto EA160 [4 — 64
mg/L] na auséncia (A) e presenca (B) de glucose 0,4% para a estirpe mc2155. EBr: brometo de etidio;

G: glucose.
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Os valores de RFF correspondentes a estes ensaios encontram-se apresentados na
Tabela 23.

Tabela 23. Valores de RFF do composto EA160 na auséncia e presenca de glucose 0,4 % para a
estirpe mc?155.

RFF
[EA160]
Sem glucose Com glucose

% CMI* 1,35+1,04 2,98 + 0,56
Yo CMI* 1,11 +0,72 2,25+0,70
Y% CMI* 0,95+ 0,25 2,48 + 0,47
Y16 CMI* 1,13+0,21 1,79 +0,48
Y2 CMI* 0,47 + 0,22 1,39 +1,02

IE: inibidor de efluxo; RFF : “relative final fluorescence”; CMI: concentracdo minima inibitdria; EtBr:
brometo de etidio; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil; G: glucose.*Valor assumido tendo
em conta que a CMI do novo composto € superior a 64 mg/L (maior concentracdo testada). Os valores de
RFF correspondem & média * desvio padrdo de quatro ensaios independentes.

Os dados apresentados na Figura 20 e na Tabela 23, demonstram que a atividade
inibitéria de efluxo do novo composto EA160 é dependente da sua concentragéo,

apresentando um aumento de atividade a medida que concentracdo aumenta.

De acordo com o fluxograma (Figura 18), apds os passos 2 e 3 é feita uma avaliacéo
de cada composto. O composto Q-15.252, apresenta uma CMI inferior a 20 uM,
indicativa de atividade antimicobacteriana. Contudo, ndo possui atividade inibitdria de
efluxo nem atividade sinérgica significativa com agentes antimicrobianos. Sendo assim,
apesar de Q-15.252 ndo ser um potencial adjuvante pode ser um potencial antimicrobiano,
podendo o seu estudo em modelos de micobacterias patogénicas. Por outro lado, os
compostos EA156 e EA160 demonstraram atividade inibitoria de efluxo e deverdo ser
analisados de acordo com os Passos 4 e 5, para avaliagdo do seu potencial como
inibidores de efluxo de EtBr e/ou atividade sinérgica significativa com agentes
antimicrobianos. No entanto, devido a limita¢cbes na quantidade disponivel dos dois

compostos, estes somente foram analisados pelo Passo 5, ou seja, ensaios de efluxo.
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3.8.4 Ensaios de efluxo

Foram realizados ensaios de efluxo (Figura 18, Passo 5) com o intuito de avaliar a
atividade inibitoria de efluxo dos compostos EA160 e EA156 a ¥4 da CMI (Figura 21). A
semelhanca dos ensaios de acumulacdo, a clorpromazina, tioridazina e verapamil foram
utilizados como controlos. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura
21.
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Figura 21. Ensaio de efluxo de EtBr [0,125 mg/L] na presenca dos IEs e dos novos compostos EA156
e EA160 a ¥4 da CMI (mg/L) na auséncia e presenca de glucose 0,4% para a estirpe mc?155. EtBr:
brometo de etidio; CPZ: clorpromazina; TZ: tioridazina; VP: verapamil; G: glucose.

Ambos 0s compostos apresentaram atividade inibitéria de efluxo, tendo o composto
EA160 demonstrado maior atividade e 0 composto EA156 menor atividade. A capacidade
significativa de inibicdo de efluxo do novo composto EA160 (superior ao verapamil), ja
observada nos ensaios de acumulacdo de EtBr, foi confirmada. Este Gltimo composto é

portanto, um potencial inibidor de efluxo em M. smegmatis.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSOES

A resisténcia aos antibidticos é atualmente reconhecida como um problema de satde
publica global. Nos dltimos anos, o0 nimero de casos associados a infe¢des causadas por
estirpes bacterianas multirresistentes tem aumentado consideravelmente [88]. Em
particular, 3,3 % dos novos casos de tuberculose notificados em 2014 foram devidos a
estirpes multirresistentes (MDR-TB), 9,7 % dos quais evoluiram para tuberculose
extensivamente resistente (XDR-TB) [88]. Nesta perspetiva, novas estratégias
terapéuticas sdo necessérias para contornar o problema das infe¢6es causadas por estirpes
de M. tuberculosis multirresistentes.

Nos altimos anos, varios estudos tém demonstrado a importancia dos sistemas de
efluxo na resisténcia aos antibidticos em micobacterias, conferindo resisténcia de baixo
nivel aos mesmos. O aumento da expressdo de bombas de efluxo diminui os niveis
intracelulares dos antibioticos, permitindo a sobrevivéncia de uma subpopulacdo
micobacteriana. Pensa-se que esta condicdo favoreca a acumulacdo de mutacOes
cromossomais que culminard no desenvolvimento de um fendtipo de alto nivel de
resisténcia [76, 113].

Estas observacdes conduziram a sugestdo de novas abordagens terapéuticas,
baseadas na utilizagdo combinada dos antibidticos existentes com moléculas que possuam
atividade inibitdria de efluxo. O trabalho desenvolvido nesta Dissertagdo teve como
objetivo principal a construcdo e otimizacao de um modelo de rastreio e identificacdo de
novos compostos com potencial atividade antimicobacteriana e/ou inibitoria de efluxo em
micobactérias. Para tal, utilizamos M. smegmatis como modelo micobacteriano e trés
moléculas ja conhecidas. Este modelo foi de seguida testado com trés novos compostos;
o fenilimidazolo Q-15.252 e os tiazoisoxazolos EA156 e EA160.
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4.1 Caracterizacdo das estirpes M. smegmatis mc?155 e XZL 1675

4.1.1 Anélise do sistema de efluxo LfrA

O modelo construido baseia-se na utilizacdo de estirpes de M. smegmatis, uma
micobactéria de crescimento rapido e raramente patogénica. Esta espécie é
frequentemente utilizada em estudos de rastreio de compostos com potencial
antimicobacteriano e/ou inibidor de efluxo [49, 50, 53, 58, 59, 65, 93, 101, 114, 115, 129].
Neste modelo foram utilizadas duas estirpes isogénicas de M. smegmatis, a estirpe
selvagem mc?155 e a estirpe mutante XZL1675 (mc?155 AlfrA). Estas duas estirpes
diferem entre si na atividade da bomba de efluxo LfrA, que se encontra parcialmente
deletada na estirpe XZL1675 [96]. No entanto, a extens&o desta delecdo néo era conhecida
a partida, pelo que o primeiro passo deste trabalho consistiu na caracterizacdo do gene
IfrA de modo a confirmar a inativagéo do sistema de efluxo LfrA na estirpe mutante.

O sistema de efluxo LfrA pertence a superfamilia MFS e é composto por 14

segmentos transmembranares (Figura 22) [71].

Motive D1 Motivo B

Motive C

e > P h - 1.
8] oo :
© -COOH
Motivo A Citoplasma

NI,

Figura 22. Estrutura bidimensional do sistema de efluxo LfrA em M. smegmatis. Os motivos
conservados e respetivas sequéncias, caracteristicos dos transportadores MFS de 14 segmentos
transmembranares encontram-se destacados em circulos laranja escuro. Os aminoacidos que ocorrem
frequentemente (> 70%) em transportadores MFS estdo indicados a letra maiuscula branca, enquanto o0s
aminoacidos que ocorrem em menor frequéncia (40-70%) estdo indicados a letra minuscula (vermelha e
preta). Os aminodacidos a preto indicam aqueles presentes somente em LfrA. Adaptado de [94].

No presente trabalho determindmos que na estirpe mutante XZL1675 o gene IfrA

apresenta uma delecdo de 576 nucleotidos, a que corresponde uma delecdo de 192
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aminoacidos que se estende do residuo 72 ao residuo 263 da proteina LfrA (ver
Resultados, Figura 11). Vérias sequéncias conservadas tém sido identificadas e
associadas a estrutura e funcdo nos transportadores MFS [117]. Em particular, os motivos
conservados A e C tém sido associados a fungdes de transporte, nomeadamente, na bomba
de efluxo MFS Tet(K) de S. aureus [46, 47]. A andlise da sequéncia dos amino&cidos
deletados na estirpe mutante XZL1675 indica que a delecdo abarca residuos que
compreendem potencialmente os motivos conservados A, B, C, H e E (Figura 22), pelo
que a bomba de efluxo LfrA da estirpe XZL1675, ainda que expressa, devera

corresponder a uma proteina nao funcional.

4.1.2 Analise da expressdo de genes codificantes para bombas de efluxo

Vaérios estudos tém demonstrado que a atividade de efluxo é essencial para o
funcionamento das células bacterianas, observando-se que a inativacao de um sistema de
efluxo leva a que a célula responda com a sobrexpressdao de sistemas de efluxo
alternativos que possam compensar a atividade afetada [11, 138].

Para verificar se esta compensacdo ocorria também na estirpe mutante XZL 1675, foi
realizada uma andlise comparativa da expressao de genes que codificam bombas de
efluxo relativamente a estirpe selvagem mc?155. Para tal, foram pesquisadas possiveis
bombas de efluxo em M. smegmatis, tendo em consideracdo as bombas presentes em M.

tuberculosis com homologia em M. smegmatis (Tabela 24).
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Tabela 24. Classificacdo e identidade de potenciais bombas de efluxo em M. tuberculosis H37Rv e

respetivos homologos em M. smegmatis mc2155.

Genes M. tuberculosis

Genes M. smegmatis

Identidade dos residuos de

H37Rv mc?155 Familia aminoéacidos (%) ©®
Rv1258c (tap) 5128561 -5127888* MFS 71
Rv3728 2700709- 2701012* MFS 67
Rv2846¢ (efpA) 2700533-2701957* MFS 78
Rv1410c (p55) 3143962-3142497* MFS 73
Rv2136 4273222- 4274034* MFS 72
Rv1634 3884079-3885303 * MFS 71
Rv1877 3624193-3626023* MFS 69
Rv2994 2463288-2464185* MFS 68
Rv3239c 2700843-2700673* MFS 70
Rv3728 2700709-2701012* MFS 67
Rv2333c (spt) 1552103-1552049* MFS 80
Rv2686¢ 1596891-1596163* ABC 77
Rv2687c 1597725-1597012** ABC 76
Rv2688c 1595426-1594565* ABC 78
PstB 5851831-5852095*** ABC 68
DrrA 3194495-3194532* ABC 89
Rv1348 6608987-6610697* ABC 73
Rv1819c 3720790-3721485 * ABC 75
Rv1747 1734251-1735723* ABC 81
Rv0194 5752227-5752270* ABC 86
Rv3679 6259101-6260137* ATPase 75
mmpL 4778443-4778472* RND 93
Rv0676¢ (mmpL5) 250195-252924 * RND 75
Rv0342 (iniA) 783538-785132 * N&o identificado 73
Rv0343 (iniC) 786174-787639 * N&o identificado 75
Rv3806¢ 6471673-6472350 * Proteina de 78

membrana
Rv1002¢c 5533202 -5531794 * Proteina de 76
membrana

Ausente IfrA MFES -

@ Analise bioinformatica (M. tuberculosis vs. M. smegmatis) realizada com o programa de alinhamento
BLAST [79] com base no genoma de M. smegmatis disponivel na base de dados GenBank (nimeros de
acesso: *CP009494.1, **CP001663.1, ***CP000480.1); -- ndo aplicavel.
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Das bombas de efluxo apresentadas na Tabela 24, foram selecionadas para 0 nosso
estudo a P55, Tap e EfpA. Foi também analisada a bomba de efluxo LfrA e o seu repressor
LfrR. Para tal, foram desenhados primers especificos para genes que as codificam e o
nivel de expresséo de cada um comparado com o da estirpe selvagem.

As bombas P55, Tap e EfpA, correspondem a bombas MFS presentes em M.
tuberculosis que tém sido muito estudadas e que apresentam homologia em M. smegmatis
(identidade entre 71-78%). A escolha destes genes deve-se ao facto de partilharem com a
LfrA o substrato EtBr, sendo portanto possiveis candidatas a compensar a fungdo perdida
pela delegéo parcial de LfrA na estirpe mutante [1, 14, 45, 69]. No entanto, néo se detetou
sobrexpressdo dos trés sistemas de efluxo alternativos analisados na estirpe XZL1675.
Esta observacdo pode dever-se ao facto de (i) a expressdo dos genes em estudo ter sido
quantificada em condicGes normais de crescimento bacteriano, sem exposic¢éo prévia ao
substrato EtBr, podendo ndo ter ocorrido inducdo da expressdo de sistemas de efluxo
alternativos a LfrA; (ii) a possivel utilizacdo por parte da bactéria de outra(s) bomba(s)
de efluxo que ndo foram estudadas e que também tenham o EtBr como substrato, tais
como DrrA, Rv2333c e Rv0194 (Tabela 24). Também néo se verificou sobrexpressdo do
gene IfrA alterado ou de IfrR na estirpe mutante XZL1675. Varios estudos tém associado
as bombas de efluxo ao transporte de compostos que ndo sdo agentes antimicrobianos,
como metabolitos secundérios, sider6foros, toxinas, entre outros; mostrando que as
bombas de efluxo associadas a multirresisténcia podem estar envolvidas noutras funcoes
celulares [98, 105]. A sobrevivéncia da estirpe XZL1675 na auséncia de uma LfrA
funcional pode indicar que a bomba de efluxo LfrA ndo participa ou ndo € essencial para

o funcionamento de M. smegmatis em condi¢Ges normais de crescimento.

4.1.3 Perfil de suscetibilidade das estirpes

O perfil de suscetibilidade das duas estirpes de M. smegmatis foi determinado para
antibidticos relevantes e para o marcador de efluxo EtBr. Como referido anteriormente,
as duas estirpes em estudo diferem entre si na atividade da bomba de efluxo LfrA, que
apresenta como substratos o EtBr, a rifampicina, as fluoroquinolonas e o etambutol [69,
71, 111, 119]. Como esperado, a estirpe mutante XZL1675 (mc?155 AlfrA) evidenciou

maior suscetibilidade ao EtBr, as fluoroquinolonas ofloxacina e ciprofloxacina, a
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rifampicina e ao etambutol, quando comparada com a estirpe selvagem mc?155. Estes
resultados corroboram estudos anteriores que demonstraram maior suscetibilidade da
XZL1675 a estes compostos, indicando que a LfrA podera contribuir para a resisténcia
intrinseca a estes agentes antimicrobianos em M. smegmatis [69, 111]. Entre estes, o EtBr
mostrou ser um bom substrato da LfrA, apresentando uma reducdo da CMI de 16 vezes
para a estirpe mutante. A estirpe mutante evidencia também maior suscetibilidade aos
inibidores de efluxo testados, confirmando observagdes anteriores [111].

4.1.4 Avaliacado do efeito dos inibidores de efluxo sobre o valor de CMIs

dos antibidticos e EtBr

Vérios estudos tém evidenciado a capacidade dos inibidores de efluxo
clorpromazina, tioridazina e verapamil para reduzir as CMIs de varios antibioticos em
micobactérias [8, 25, 68, 76, 106, 110, 111, 112, 113] e noutras espécies bacterianas [30,
78].

Tal como observado nesses estudos, na estirpe selvagem mc?155 estes inibidores de
efluxo promoveram, de modo geral, uma reducdo das CMIs quer de substratos de LfrA
(EtBr, fluoroquinolonas e rifampicina), quer de outros antibioticos (macrélidos) que sdo
substratos de outros sistemas de efluxo, por exemplo, Mmr e DrrAB (Tabela 2). Este
resultado indica que estes inibidores de efluxo possuem uma acgédo geral nos sistemas de
efluxo de M. smegmatis. Este efeito foi menos significativo na estirpe mutante XZL 1675,
0 que pode ser devido a atividade de efluxo nesta estirpe ser, ja por si, mais reduzida.
Neste trabalho, observou-se um efeito antagonico destes inibidores de efluxo na CMI do
etambutol, ao contrario do registado em outros estudos [110, 111], o que devera ser objeto

de estudo mais aprofundado no futuro.
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4.2 Construcédo e otimizacdo do modelo de rastreio

Construcéo dos ensaios de rastreio

O desenvolvimento do modelo experimental proposto nesta Dissertacao procura dar
resposta a um problema sentido no nosso laboratério, em que somos frequentemente
solicitados a testar novos compostos com potencial interesse em micobactérias ou outras
bactérias patogénicas. Geralmente, os compostos recebidos sdo sintetizados com
determinado proposito, isto €, por exemplo como potenciais inibidores de efluxo. Na
experiéncia do Grupo de Micobactérias do IHMT/UNL, e tendo ja trabalhado com varias
colecBes de compostos, esta diferenciacdo funcional pré-estabelecida, nem sempre se
reflete nos resultados obtidos, levando muitas vezes, a uma confusdo entre potencial
efeito antimicrobiano, potencial efeito adjuvante e potencial efeito de inibidor de efluxo.
Sendo trés caracteristicas distintas, elas confundem-se em alguns aspetos, nhomeadamente,
um composto pode evidenciar bom efeito adjuvante com outros antimicrobianos por
inibicdo de sistemas de efluxo ou por outro mecanismo ndo relacionado. O modelo
metodologico desenvolvido tenta clarificar este problema, propondo uma abordagem
experimental em que os diferentes efeitos de um mesmo composto sdo avaliados em
etapas sucessivas e ndo exclusivas. Pretende-se assim retirar o maximo de informacéo
funcional para cada nova molécula, procurando otimizar os varios recursos envolvidos
neste tipo de avaliacdo (tempo, custo e quantidade de composto disponivel).

Para a construcdo do modelo foi necessario estabelecer valores de corte para
classificar os compostos nas diferentes categorias estabelecidas (antimicobacteriano,
adjuvante via inibicdo de efluxo, adjuvante por outro mecanismo e composto sem
interesse bioldgico). Os valores de corte considerados, nomeadamente CMI, fator de
reducdo de CMI, RFF e FIC englobam valores ja descritos na literatura e valores
arbitrariamente definidos neste trabalho. O primeiro valor de corte a ser considerado
remete a um valor de CMI igual ou inferior a 20 uM [99], indicativo da presenca de
atividade antimicobacteriana numa dada molécula. Uma particularidade do modelo é ter
em consideracdo valores de RFF acima de 1 e a reducdo da CMI de brometo de etideo
para, pelo menos, um quarto do seu valor original, como Uunicos critérios para

individualizar possiveis adjuvantes por inibicdo de efluxo. Todavia, a aplicacdo do
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modelo a um maior nimero de compostos devera permitir uma melhor definigdo do limite
inferior de RFF. Compostos, que apesar de apresentarem valores de RFF abaixo de 1,
possuam a capacidade de reduzir a CMI de antibidticos serdo considerados como
potenciais adjuvantes por um mecanismo que ndo inibicdo de efluxo. Deste modo, 0s
Passos 1 a 3 (Figura 18), permitem identificar possiveis compostos antimicobacterianos
ou adjuvantes, assim como rejeitar compostos que, a partida, ndo terdo efeito
significativo.

A aplicacdo destes primeiros passos com 0s compostos clorpromazina, tioridazina e
verapamil permitiu classifica-los como adjuvantes, ja que todos apresentam valores de
CMI acima de 20 uM e distinguir o verapamil como inibidor de efluxo, uma vez que
reduziu consideravelmente a CMI do EtBr, com valores de RFF superiores a 1. De
qualquer modo, as fenotiazinas evidenciaram também, diminuicdo da CMI do EtBr, o que
aliado a sua ja conhecida atividade inibitdria de efluxo, evidencia a necessidade de haver
alguma flexibilidade na aplicagdo dos critérios definidos.

Ensaios de sinergismo

A avaliacdo do efeito dos inibidores de efluxo clorpromazina, tioridazina e verapamil
nas CMIs dos antibidticos e EtBr pelo método de “checkerboard” demonstrou um
interacdo sinérgica significativa com os macrdélidos eritromicina e claritromicina e com o
EtBr. Para os antibioticos rifampicina e estreptomicina observou-se um efeito sinérgico,
mas apenas a concentragcdes mais elevadas (Y2 e ¥ CMI). Entre os trés inibidores de efluxo
testados, o verapamil foi o que demonstrou maior efeito sinérgico, corroborando dados
obtidos em M. tuberculosis [25, 101]. A semelhanca dos ensaios anteriores, este efeito
sinérgico foi menos pronunciado para a estirpe mutante, devido a sua menor atividade de
efluxo. No entanto, observa-se ainda algum efeito sinérgico dos inibidores de efluxo com
o EtBr, sugerindo a presenca de atividade de efluxo residual nesta estirpe, que devera ser

assumida por outros sistemas de efluxo.
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Avaliacao da atividade de efluxo

O sistema de efluxo LfrA, tendo como substrato o fluorocromo EtBr, constitui um
alvo “atil” para a avaliagdo da atividade de efluxo em M. smegmatis [69, 90, 128, 139,
140].

Uma vez que o sistema de efluxo LfrA se encontra inativado na estirpe XZL1675,
seria expectavel observar um aumento da acumulacdo de EtBr por esta estirpe, ja
reportado por Rodrigues et al. [111]. Ao invés, a estirpe mutante apresentou um perfil de
acumulacao de EtBr semelhante ao da estirpe selvagem. Todavia, a uma concentracéo de
1 mg/L de EtBr, a acumulacdo de EtBr na estirpe mutante foi superior a da estirpe
selvagem (Figura 15). Esta concentracdo de EtBr corresponde a um valor acima da CMI
para a estirpe XZL1675 (CMI = 0,5 mg/L), o que podera ter influenciado o perfil de
acumulacdo da estirpe devido a um possivel efeito antimicrobiano do EtBr. Nao obstante,
estes resultados podem indicar que a estirpe mutante pode estar a efluxar EtBr por outra(s)
bomba(s) de efluxo. Esta hipdtese é suportada pela ocorréncia de sinergismo entre
inibidores de efluxo e EtBr na estirpe mutante. Para além disso, nos ensaios de
fluorometria as estirpes estdo expostas ao substrato EtBr, contrariamente aos ensaios de
RT-qPCR. Nestas condicGes, a estirpe mutante podera ter recorrido a outras bombas de
efluxo para compensar a inativacdo do sistema de efluxo LfrA.

Nestes ensaios, foi também possivel detetar a dependéncia energética dos sistemas
de efluxo, com o registo de menor acumulacdo de EtBr na presenca de uma fonte de
energia (glucose). Esta observacdo estd de acordo com 0s requisitos energéticos da
maioria dos sistemas de efluxo, dependentes do gradiente eletroquimico protonico ou da
hidrélise do ATP para efetuar o transporte dos seus substratos.

Seguidamente, foi estudada a acumulacédo de EtBr na presenca dos trés inibidores de
efluxo, clorpromazina, tioridazina e verapamil. As fenotiazinas clorpromazina e
tioridazina inibem o transporte de potassio do ambiente extracelular para o interior da
célula, assim como o transporte do célcio, através da inibicdo da ligacdo do célcio as
proteinas transportadoras [4, 5]. Deste modo, ha uma inibi¢do das enzimas dependentes
de calcio, tais como as ATPases, que hidrolisam o ATP libertando energia que € utilizada
pelos sistemas de efluxo [89]. Deste modo, ha assim uma inativagdo dos sistemas de

efluxo que possuem uma dependéncia energética destas ATPases [4, 5]. Estudos mais
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recentes sugerem que estas moléculas poderdo atuar ao nivel da NADH menaquinona
desidrogenase do tipo Il (NDH-2), uma enzima essencial na cadeia respiratéria das
micobactérias [109, 143]. Por sua vez, a fenilalquilamina verapamil inibe os canais de
calcio e consequentemente a reducdo do potencial de membrana e dos niveis
intracelulares de ATP, que culmina com a inibi¢édo dos sistemas de efluxo [7, 91].

Todos os inibidores testados contribuiram para a acumulacdo de EtBr, embora o
verapamil tenha sido o mais eficaz. Este efeito inibitdrio ocorre nas duas estirpes,
sugerindo uma agdo global nos sistemas de efluxo da célula e corroborando estudos
anteriores [90, 110, 111, 139].

Os resultados obtidos nos ensaios de efluxo confirmaram os anteriormente
observados, com uma inibicdo significativa do efluxo de EtBr na presenca destes
compostos. Foi possivel constatar uma reducdo significativa da atividade de efluxo da
estirpe mutante, estando estes resultados em concordancia com estudos anteriores [111].

Contudo, é de realcar que a molaridade dos compostos testados é distinta (ver
Resultados, Tabela 13). O verapamil mostrou ser o mais potente dos inibidores de efluxo
testados, porém a uma concentracdo molar aproximadamente 3-5 vezes superior as
concentracdes de clorpromazina e de tioridazina, respetivamente. A uma concentracdo
molar similar ao verapamil, ambas as fenotiazinas poderdo apresentar um efeito
semelhante ou superior ao mesmo. No entanto, essa concentracdo podera apresentar uma
toxicidade elevada para as células bacterianas e o seu efeito dever-se ndo a inibicdo de

efluxo em si, mas a atividade antibacteriana.

4.3 Aplicacdo do modelo na avaliacdo de novos compostos

O segundo objetivo deste trabalho foi a identificacdo de novos compostos com
potencial atividade antimicobacteriana e/ou inibitoria de efluxo. Para isso, estudaram-se
compostos desenhados por um grupo colaborador; o composto Q-15.252, um
fenilimidazolo, desenhado como bloqueador de canais de calcio [100] e dois
tiazoisoxazolos, EA156 e EA160.

O composto Q-15.252 apresentou uma CMI de 8 mg/L (19,5 uM) indicando possuir

alguma atividade antimicobacteriana. Os compostos EA156 e EA160 apresentaram CMIs
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acima de 64 mg/L (166,6 uM e 130,8 pM, respetivamente), valores assumidos como
indicativos de auséncia de atividade antimicobacteriana [99, 101].

Posteriormente, foi avaliada a atividade do composto Q-15.252 nas CMIs de
antibioticos e EtBr a diferentes concentragdes verificando-se que o composto Q-15.252
ndo possui atividade sinérgica com antibidticos ou EtBr.

De seguida, procedeu-se a realizacdo de ensaios de acumulacdo de EtBr na presenca
dos trés novos compostos. Nestes, foi observada uma capacidade significativa do
composto EA160 em promover acumulagio de EtBr na estirpe mc®155. Por sua vez, 0
composto EA156 demonstrou ter menor efeito na acumulacédo de EtBr, apresentando um
efeito semelhante a tioridazina, enquanto o composto Q-15.252 nédo apresentou qualquer
efeito. A potencial atividade inibitoria de efluxo dos compostos EA160 e EA156 foi
confirmada por ensaios de efluxo. E de destacar que nestes ensaios, 0 composto EA160
apresenta uma atividade inibitéria de efluxo superior a do composto de referéncia
verapamil.

Porém, como ja referido, tantos os inibidores de efluxo como os compostos
apresentam molaridades distintas (ver Resultados, Tabelas 13 e 20). Analisando os
resultados em molaridades, os compostos EA156 e EA160 apresentaram atividade
inibitoria de efluxo a uma concentracdo de 65,4 UM e 83,3 UM, respetivamente. Por outro
lado, o composto Q-15.252 ndo apresentou qualquer atividade a uma concentracgao de 4,9
KUM. Embora a molaridades superiores, semelhantes as dos compostos EA156 e EA160,
0 Q-15.252 pudesse promover acumulacdo de EtBr, esse efeito ndo seria detetado uma
vez que essa concentracdo seria toxica para as células micobacterianas. Por sua vez, o
composto EA160, apresentou uma atividade inibitoria de efluxo superior a do verapamil,
embora a uma concentragdo cinco vezes inferior ao mesmo, sendo necessario um menor
namero de moléculas para se obter efeitos equivalentes. Este resultado salienta o
potencial deste composto e a importancia de prosseguir a sua caracterizagao.

E ainda de salientar que o composto Q-15.252, apesar de nio ser um potencial
adjuvante, demonstrou alguma atividade antimicobacteriana, pelo que podera servir de
molécula de referéncia para a sintese de derivados com atividade antimicobacteriana

melhorada.
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O modelo desenvolvido nesta Dissertacéo para rastreio e identificacdo de compostos
com atividade antimicobacteriana e/ou inibitéria de efluxo mostrou ser eficaz,
apresentando as seguintes vantagens: (i) assenta numa metodologia simples e barata,
quando comparada, por exemplo, com a determinacdo de CMls para M. tuberculosis; (ii)
providencia uma abordagem mais segura/simples em termos de biosseguranca (modelo
de micobactéria ndo patogénica); (iii) os resultados obtidos com os compostos de
referéncia foram os esperados, 0 que substancia a sua aplicacdo a avaliacdo de novos
compostos; (iv) permite analisar rapidamente e em simultaneo um ndmero significativo
de diferentes compostos, utilizando quantidades minimas de cada (& excec¢ao dos ensaios
de sinergismo, mais exigentes na quantidade de composto a disponibilizar); (v) permite
uma avaliacdo prévia da atividade de compostos, antecipando aqueles para os quais valera
a pena utilizar (sintetizar ou isolar) quantidades maiores para efetuar ensaios adicionais
(ensaios de sinergismo, ensaios de efluxo), e mais importante, testar em micobactérias
patogénicas.

Contudo, este modelo experimental também apresenta algumas limitacdes,
nomeadamente a transposi¢cdo para modelos mais complexos do ponto de vista de
biossegurancga (M. tuberculosis) pode néo ser direta, devido a diferengas nos sistemas de
efluxo e/ou outras caracteristicas proprias de cada espécie micobacteriana. Em particular,
embora o sistema de efluxo LfrA seja um bom modelo de estudo da atividade de efluxo,
este ndo possui um homologo em M. tuberculosis. No entanto, varios outros sistemas de
efluxo MFS estdo presentes em M. tuberculosis (Tabelas 2 e 24) e partilham o EtBr como
substrato, 0 que a partida permitird a transposicdo dos resultados obtidos para M.

tuberculosis.

A aplicacdo deste modelo metodolégico a compostos de referéncia permitiu
confirmar o verapamil como um potente adjuvante que atua por inibicdo de efluxo. As
fenotiazinas, clorpromazina e tioridazina demonstraram uma fraca atividade inibitoria de
efluxo e antimicobacteriana, sendo no entanto potenciais adjuvantes. O modelo foi
aplicado a trés novos compostos, Q-15.252, EA156 e EA160, permitindo identificar o
tiazoisoxazolo EA160 como potencial novo inibidor de efluxo em micobactérias. No
entanto, a avaliacdo da atividade deste composto foi limitada pela quantidade reduzida de
composto disponivel a determinacdo da sua CMI e ensaios de acumulagao/efluxo de EtBr
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(Passos 1, 3 e 5 do modelo experimental). Deste modo, o trabalho desenvolvido nesta
Dissertacdo deverd ser continuado, o que envolveré a produgdo de maiores quantidades
deste composto pelo grupo colaborador da Universita degli studi di Parma e avaliacdo da
sua capacidade para reduzir CMI de antibioticos e EtBr (Passo 2 do modelo experimental)
e em ensaios de sinergismo (Passo 4 do modelo experimental). Caso se confirme a
atividade inibitéria de efluxo deste composto, devera entdo ser testado em M.
tuberculosis. Embora ndo tdo promissores, os resultados obtidos para o tiazoisoxazolo
EA156 poderdo dar também pistas importantes para a importancia funcional da sua
estrutura e em conjunto com os resultados de EA160, guiar o grupo colaborador no
desenho de compostos com melhor atividade inibitéria de efluxo.

Um outro aspeto dos estudos efetuados que poderd ser explorado em trabalhos
futuros é a utilizacdo de estirpes isogénicas que diferem na atividade de uma Unica bomba
de efluxo. A partida, esta sera uma abordagem eficaz para avaliar o papel desempenhado
por essa bomba na extrusdo de um composto ou gama de compostos, assim como para
avaliar compostos que inibam a sua funcdo. No entanto, os nossos resultados
demonstraram que tal abordagem necessita de um aperfeicoamento dos parametros
experimentais para se conseguir isolar esse efeito, ja que a célula tende a compensar a
perda de funcionalidade de uma bomba em particular com a ativacdo de outros sistemas
de efluxo, sendo que a identificacdo de qual(is) o(s) sistema(s) de efluxo compensatdrios

podera estar dependente das condi¢des utilizadas.

O modelo desenvolvido nesta Dissertacao classifica novos compostos, sintetizados
ou isolados da Natureza, em duas categorias, em termos de atividade: (i) possiveis
compostos antimicobacterianos, capazes de por si s6, em concentragdes suficientemente
baixas, eliminarem micobactérias; (ii) compostos adjuvantes, isto é, que por si s6 nao
exibem atividade antimicobacteriana significativa, mas que em conjunto com outros
compostos, 0s tornam mais eficaz na sua a¢do antimicobacteriana. Dentro deste segundo
grupo, distinguimos ainda aqueles cuja acdo adjuvante se da pela inibicao da atividade de
efluxo. Este raciocinio podera servir para delinear novas abordagens no desenho e/ou
aperfeicoamento de moléculas que exibam algum potencial num destes aspetos.

Embora este modelo tenha sido desenvolvido para avaliacdo de compostos com

possivel atividade contra micobactérias, os conceitos que lhe serviram de base sdo
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comuns a maioria das bactérias, o que significa que pode ser aplicado a outros
microrganismos com interesse, do ponto de vista de clinica humana, veterinaria ou de
aplicacdo industrial, entre outros, pelo que se espera que venha a ser testado noutros
modelos bacterianos. Exemplo disso é a aplicacdo deste modelo para teste de inibidores

efluxo ja iniciada em Staphylococcus aureus, com resultados igualmente promissores.
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