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Resumo

O tratamento com antimicrobianos é a principal estratégia de controle da tuberculose (TB).
Entretanto, o aumento do numero de casos de TB com cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistente aos antimicrobianos cria um cenario que dificulta a cura do paciente
e o controle da doenca. Embora vérias mutacdes em loci especificos tenham sido
identificadas como base de resisténcia, outros mecanismos, como o sistema de efluxo,
podem contribuir para a resisténcia e o estabelecimento dessas mutagdes. O objetivo deste
estudo foi avaliar a contribuicdo do mecanismo de efluxo em isolados clinicos de M.
tuberculosis resistentes aos principais antimicrobianos do esquema bésico (isoniazida,
INH; e rifampicina, RIF) e de multirresisténcia (ofloxacina, OFX; e amicacina, AMK).
Trés classicos inibidores de bombas de efluxo - EPI - (verapamil, VVP; tioridazina, TZ; e
clorpromazina, CPZ) foram selecionados para detectar o efluxo. Primeiramente, foram
analisadas trés cepas MDR, duas pré-XDR e a cepa sensivel de referéncia H37Rv. Foi
utilizada a metodologia de checkerboard combinada com o tetrazolium microplate-based
assay para analisar a interacdo entre os EPIs com os farmacos. Foi observado que os EPIs
diminuem efetivamente a resisténcia aos antibioticos utilizados, com reducdes de 4 a 64
vezes. Para avaliar a atividade do efluxo em tempo real foi utilizado o método
fluorimétrico com o brometo de etidio (BrEt), em presenca dos EPIs. Foi demonstrado que
todas as cepas apresentaram efluxo intrinseco, porém a acumulagéo e o efluxo do BrEt foi
mais evidente na cepa pre-XDR com resisténcia adicional a AMK. A quantificacdo
transcricional do RNAm dos genes de bombas de efluxo (mmpl7, mmr, Rv1258, p55, efpA,
Rv2459) e do regulador transcricional whib7, quando as cepas foram expostas as
concentracfes subinibitorias dos antibioticos, foi analisada por RT-gPCR. Houve um
aumento do nivel transcricional de todos os genes em uma cepa MDR e na cepa Pre-XDR
com resisténcia adicional a OFX, quando expostas a pelo menos um dos farmacos
envolvidos na resisténcia. Porém, ndo houve correlacdo entre a reducdo dos niveis de
resisténcia dos antibidticos com os EPIs e a expressao de genes que codificam as bombas.
Finalmente, para demonstrar o tempo de deteccdo do crescimento bacteriano em ambiente
com antimicrobiano em presenca e auséncia de EPI foi utilizado o sistema BACTEC™
MGIT™ 960 e o Epicenter \/5.53A equipado com o software TB eXiST. Foram utilizadas
as cepas MDR, a cepa Pré-XDR com resisténcia adicional a AMK e uma cepa
monorresistente a OFX. Em geral, a cepas cresceram mais lentamente em presenca de VP,
TZ e/ou CPZ quando combinados com INH ou RIF. Isto sugere que o efluxo é importante
para a cepa crescer mais rapido na presenca de determinados antimicrobianos. Além disso,
o efluxo pode atuar sinergicamente com a presenca de mutacées, a fim de reduzir o custo
biol6gico da bactéria e promover o crescimento em altas concentragdes dos antibiéticos.
Em conclusao, os resultados descritos demonstraram que o efluxo apresenta um importante
papel na resisténcia aos antimicrobianos utilizados no tratamento da TB e que o uso de
inibidores de efluxo pode potencializar a atividade antimicrobiana.
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Abstract

Treatment with antimicrobials is the main TB control strategy. However, the increase in
the number of TB cases with Mycobacterium tuberculosis strains resistant to antimicrobial
creates a scenario that hinders patient's healing and disease control. Although several
genetic mutations in specific loci involved in drug resistance have been identified as base
of resistance, other mechanisms such as efflux system may contribute to resistance and to
the establishment of these mutations. The main goal of this study was to assess the overall
contribution of efflux mechanism in M. tuberculosis clinical isolates resistant to the main
first line drugs (isoniazid, INH; and rifampicin, RIF) and second line (ofloxacin, OFX; and
amikacin, AMK). Three classical inhibitors of efflux pumps -EPI- (verapamil, VP;
thioridazine, TZ; and chlorpromazine, CPZ) were selected to detect the efflux. Firstly, we
analyzed three MDR strains, two Pre-XDR and an H37Rv reference susceptible strain. We
used the checkerboard method combined with the tetrazolium microplate-based assay to
analyze the interaction between EPIs and drugs. It was observed that EPIs effectively
reduce the MIC of antibiotics, with four-fold to 64-fold reduction. Efflux activity was
evaluated in real-time by fluorimetric method with ethidium bromide (EtBr), in the
presence of EPIs. All strains showed intrinsic efflux, however the accumulation and efflux
of EtBr was evident most in the pre-XDR strain with additional resistance to AMK. The
quantification of mRNA transcriptional level of efflux pump genes (mmpl7, mmr, Rv1258,
p55, efpA, Rv2459) and the transcriptional regulator, whib7, when strains were exposed to
antibiotics subinibitory concentrations was examined by RT-gPCR. There was an increase
in the transcriptional level of all genes in a MDR strain and pre-XDR strain with additional
OFX resistance, when exposed to at least one of the drugs involved in resistance, INH, RIF
or OFX. However, there was no correlation between the reduction of antibiotic resistance
levels with the EPI and the expression of genes encoding the pumps. Finally, in order to
demonstrate the time to detection (TTD) of the bacterial growth in the antimicrobial
environment in presence and absence of EPI, were applied BACTEC™ MGIT™ system
960 and Epicenter V5.53A equipped with software TB eXiST. Were used the MDR strains,
a pre-XDR strain with additional resistance to AMK, and a monorresistant to OFX strain.
In general, strains have showed a slower grew in the presence of VP, TZ and/or CPZ when
combined with INH or RIF. This suggests that efflux is essential for the strain to grow
faster in the presence of certain antibiotics. In addition, the efflux can act synergistically
with the presence of mutations in order to reduce the biological cost of the bacteria and
promoting growth at high drug concentrations. In conclusion, the described results
demonstrated that the efflux system plays an important role in resistance to antibiotics used
in the treatment of TB, and that the use of efflux inhibitors may potentiate the
antimicrobial activity.
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1) INTRODUCAO

1.1) O agente etioldgico da tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca antiga e esta entre as infeccdes microbianas mais
mortais da humanidade (DANIEL, 2006). O agente etioldgico da TB, Mycobacterium
tuberculosis, € um patégeno de humanos e em alguns casos de animais. A historica
associacdo da TB com o homem é apoiada por evidéncias morfolégicas em fosseis
humanos. Embora a infeccéo pelo bacilo seja mais comum nos pulmdes, pode ocorrer em
praticamente qualquer parte do corpo. No caso de infeccdo da coluna vertebral, ha
destruicdo dos discos intervertebrais e, que, nos casos mais graves, leva ao colapso
vertebral. Tais alteracbes anatdmicas investigadas mais intensivamente em muamias
egipcias fornecem a hipotese de uma possivel TB, evidenciando a milenar existéncia do
bacilo. Estima-se que até 25% dos egipcios mumificados possam ter desenvolvido a
doenca (GALAGAN, 2014).

A baixa taxa de mutacdo do M. tuberculosis em conjunto com as inovadoras técnicas
de genética molecular tem auxiliado uma estimativa mais rigorosa da origem do bacilo.
Acredita-se que as micobactérias sdo melhor preservadas devido a resistente parede celular
e a alta estabilidade do DNA, consequéncia das elevadas proporg¢des de guanina e citocina
(60 a 70%) (LEAO & PORTAELS, 2007). Além disso, o sequenciamento do genoma do
M. tuberculosis foi um avanco para posteriores técnicas de biologia molecular na
identificacdo do DNA micobacteriano (NERLICH & LOSCH, 2009).

Provavelmente, o ancestral inicial de M. tuberculosis tenha co-evoluido com o0s
primeiros hominideos da Africa Ocidental, ha cerca de 3 milhdes de anos (DANIEL, 2006;
GUTIERREZ, 2005). No entanto, sugere-se que 0s representantes mais modernos do
complexo M. tuberculosis (incluindo M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii e M.
bovis) tiveram um ancestral comum africano ha cerca de 70.000 anos e provavelmente
tenha se espalhado com a migracdo humana para fora da Africa (BROSCH et al., 2002;
GUTIERREZ, 2005; COMAS et al., 2013).

M. tuberculosis foi identificado e isolado pela primeira vez em 1882 por Robert Koch
(KAUFMANN & SCHAIBLE, 2005). Em 1890, no 10° Congresso Internacional de
Medicina (Berlin), Koch anunciou a descoberta de um composto capaz de inibir o
crescimento do M. tuberculosis em cobaias, denominado tuberculina. O produto final era

obtido através de um preparado de extrato de glicerol e cultura liquida do bacilo, que

14
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prontamente foi avaliado como uma vacina terapéutica. No entanto, posteriormente, Koch
descreveu que a tuberculina ndo agia diretamente no bacilo, mas estimulava as células do
hospedeiro. Entdo, em 1891, Koch descreveu a preparacdo e a purificagdo parcial da
tuberculina, servindo como a primeira descricdo da producdo do derivado de proteina
purificada (PPD), teste utilizado como método diagnostico para identificar pacientes com
infeccao latente (KAUFMANN & SCHAIBLE, 2005).

M. tuberculosis pertence a familia Mycobacteriaceae, ordem Actinomycetales e ao filo
Actinobacteria (STACKEBRANDT et al.,1997). Cerca de 130 espécies descritas no
género sdo saproéfitas ambientais, entretanto algumas micobactérias evoluiram para serem
patdégenos importantes na area clinica (BOTTAI et al., 2014). M. tuberculosis é membro
do complexo M. tuberculosis, que inclui M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M.
canetti, M. microti, M pinnipedii, M. mungi e M. caprae (ALEXANDER et.al. 2010). Séo
caracterizadas por 99,9% de identidade a nivel de DNA e possuem sequéncias idénticas de
rRNA 16S, mas apresentam diferencas com relacdo ao tropismo para diferentes
hospedeiros, a resisténcia antibidtica, o fenttipo e a patogenicidade (BODDINGHAUS et
al., 1990; SREEVATSAN et al., 1997; BROSCH, et.al. 2002). A anéalise de genoma do M.
tuberculosis Hz7Rv - linhagem originalmente isolada de um paciente com TB pulmonar em
1905 - identificou que esta micobactéria apresenta um genoma de 4,4 Mb o qual codifica
cerca de 4000 proteinas e 50 moléculas de RNA (MANCA et al., 1999; BOTTAI et al.,
2014). Além disso, o alto conteddo de guanina e citosina confirmou uma posicao
filogenética relacionada com as bactérias Gram positivas (BOTTAI et al., 2014). No
entanto, em contraste com as bactérias Gram-positivas agrupadas dentro do filo Firmicutes,
as micobactérias apresentam uma arquitetura diferente no envelope celular, destacando
uma membrana interna e uma externa (micomembrana), que, organizacionalmente,
apresenta maior semelhanca com o envelope das bactérias Gram-negativas do que das
Gram-positivas (HOFFMANN et al., 2008; ZUBER et al., 2008; KAUR et al., 2009;
BOTTAI etal., 2014).

Os membros do complexo M. tuberculosis apresentam uma multiplicacéo lenta com um
tempo de geracdo (em animais infectados ou em meios sintéticos) em torno de 20 horas, e
requerem de 3 a 4 semanas para formar coldnias visiveis em meios de cultura solidos
(COLE, 2002; MURRAY et al., 2007). A parede celular rica em lipidios, em particular
acidos graxos de cadeia longa, denominados acidos micolicos, apresenta-se como uma
importante barreira para antimicrobianos e biocidas. Em parte, a elevada impermeabilidade

da parede celular pode explicar a lenta taxa de crescimento, devido a limitada captacéo de
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nutrientes (BARRERA, 2007). Em funcdo deste complexo envoltério, as micobactérias
apresentam a capacidade de reter o corante fuscina na presenca de alcool &cido e por essa
razdo sdo conhecidas como bacilos &lcool &cido resistentes (BAAR) (BRENNAN &
NIKAIDO, 1995; COLE, et.al., 1998; GLICKMAN & JACOBS, 2001). M. tuberculosis
ndo forma esporos, mas tem a capacidade de permanecer em um estado de dorméncia no
hospedeiro, desencadeando um estado ndo-replicativo caracterizado pela sua baixa
atividade metabdlica (GENGENBACHER & KAUFMANN, 2012). Além disso, cerca de
8% do genoma micobacteriano codifica proteinas envolvidas no metabolismo lipidico,
destacando a importancia dessas moléculas na sobrevivéncia intracelular do bacilo (KAUR
et al., 2009; CHOPRA & GOKHALE 2009).

1.2) Patogénese da tuberculose

A patogénese da TB pode ser dividida em duas fases: TB primaria e TB pds-primaria.
Apos a infecgdo inicial com M. tuberculosis, alguns individuos manifestam a doenca ativa
(TB primaria) enquanto outros ficam infectados de forma assintomatica com o bacilo (TB
latente), porém a doenca pode evoluir com risco de 5 a 10% para a sua forma ativa apos
anos de infeccdo (TB pds-primaria) (O’GARRA et al., 2013). O estado latente é mantido
pela acdo da atividade do sistema imunoldgico do hospedeiro que embora nao elimine o
bacilo, impede o desenvolvimento da doenca (GOMEZ & MCKINNEY, 2004).

A transmissdo de M. tuberculosis ocorre por aerossois expelidos por um paciente
bacilifero. Os principais determinantes para a infeccdo sdo: a concentracdo de bacilos
contida nos aerossois, a taxa de ventilagdo do ambiente, 0o tempo de exposicdo do
hospedeiro e seu estado imunolégico (BLOOM & MURRAY, 1992; YOUNG et al., 2008).
No entanto, existem evidéncias de que algumas cepas sdo mais virulentas que outras, por
exemplo, cepas da linhagem W-Beijing tem sido fortemente associadas com alta
capacidade de propagacédo, maior viruléncia e resisténcia aos farmacos (Drobniewski et al.,
2005; Kubica et al., 2005). Por ser um microrganismo aerobio, M. tuberculosis coloniza
preferencialmente o parénquima pulmonar, o local mais comum da infec¢do. Por outro
lado, a TB extrapulmonar pode afetar diversas partes do corpo como a pleura, nddulos
linfaticos, abdémen, trato genitourinario, meninges, articulagdes e 0ssos (GOLDEN &
VIKRAM, 2005).

Ap0s inalados, os bacilos atingem os pulm&es do hospedeiro, sdo fagocitados por

macrofagos alveolares e residem no interior de fagossomos a um pH em torno de 6,2. O
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reconhecimento do bacilo ocorre através de receptores que reconhecem padrbes
moleculares associados ao patogeno (PAMPSs), como por exemplo, glicolipideos presentes
na parede celular de M. tuberculosis (BRENNAN & NIKAIDO, 1995; ERNST, 1998;
CAMBI et al., 2005; ROHD et al., 2007). No fagossomo, o bacilo se depara com um
ambiente extremamente hostil, com baixo pH, escassez de nutrientes, baixa tensdo de
oxigénio, espécies reativas de nitrogénio (RNS) e de oxigénio (ROS) (GUTIERREZ et al.,
2004).

Ap0s ativacdo do sistema imune, os macrofagos sdo estimulados pelo IFN-Y para
aumentar sua eficiéncia contra os bacilos, promover a maturacdo do fagossomo e posterior
fusdo com o lisossomo. Porém, M. tuberculosis dificulta essa etapa da formacdo do
fagolisossomo e pode dar inicio a sua replicagdo exponencial no interior dos macro6fagos,
que pode difundir para células epiteliais e endoteliais, atingindo uma elevada carga
bacteriana (TB ativa) (WOLF et al., 2008). Para isso, M. tuberculosis precisa se adaptar as
condi¢cbes adversas deste novo ambiente e reorganizar seu metabolismo para sua
sobrevivéncia (SCHNAPPINGER et al., 2003). Um mecanismo de sobrevivéncia e de
viruléncia desenvolvido pelo bacilo é sobrexpressar genes envolvidos no metabolismo
lipidico como fonte de carbono. Em 2008, um estudo feito por PANDEY & SASSETTI
demonstrou que o M. tuberculosis pode metabolizar o colesterol derivado do hospedeiro.
Além disso, uma serina protease associada a membrana, codificada pelo gene Rv3671c,
auxilia o bacilo a resistir a acidificacdo do meio (VANDAL et al., 2008).

Com a evolucdo da infeccdo, outras células de defesa como neutrofilos e linfocitos sdo
recrutados para o local da infeccdo formando um infiltrado celular que posteriormente
assume a estrutura de granuloma (Figura 1) (OTTENHOFF & KAUFMANN, 2012).
Alguns individuos podem controlar o patdgeno nesse estagio, mas continuam latentemente
infectados, e, assim, pode ocorrer a reativacdo da TB ao longo da vida (TB pds-primaria)
(REECE & KAUFMANN, 2011). M. tuberculosis é o exemplo mais notavel de patégeno
intracelular que persiste por longos periodos dentro do hospedeiro, desencadeando uma
infeccdo assintomaética cronica. A integridade do sistema imune do hospedeiro regula a
progressdo da infec¢do, podendo eliminar imediatamente o bacilo, condiciona-lo num
estado de laténcia, ou ainda falhar e desencadear a doenga ativa (DUCATI et al., 2006).
Menos de 10% dos individuos infectados latentemente desenvolvem TB ativa durante sua
vida. Porém, este risco aumenta em individuos imunocompromentidos, como por exemplo,

durante a terapia de fator de necrose antitumoral como doencas inflamatorias cronica,
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diabetes ou co-infeccdo com o HIV, além de alcoolismo e subnutricdo
(GENGENBACHER & KAUFMANN, 2012).

Fibroblaste <T@>> Céntas T @)

Macréfago @ Centro Caseoso

M. tuberculosis wm

Fonte: Sarathy et al., 2012.
Figura 1: Classico granuloma tuberculoso com um centro caseoso que pode ser

encontrado em pacientes infectados ativa ou latentemente. O bacilo pode ser encontrado
dentro ou fora do macrofago.

1.3) Situacédo atual da tuberculose

A implementagdo de uma quimioterapia efetiva para a TB, exames de raios X,
imunizacdo com a vacina BCG e melhorias nas condi¢des socioecondmicas contribuiram
para uma consideravel reducao dos casos de TB em paises economicamente desenvolvidos.
Porém, no final do século XX, houve um aumento mundial no nimero de casos da doenca,
sendo a TB considerada uma emergéncia global em 1993 pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (TAYLOR et al., 2003). Os principais fatores para esse acontecimento
foram: 0 aumento do nimero de casos de TB com cepas resistentes aos antimicrobianos, a
epidemia do virus da imunodeficiéncia humana/sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(HIV/AIDS), o aumento no namero de usuarios de drogas, 0 aumento dos movimentos
migratdrios, transmissdo ativa e descontrolada do bacilo em ambientes com aglomeracao
humana (como prisdes, hospitais, abrigos) e a degradagédo dos sistemas de saude (DUCATI
et al., 2006).

A TB ¢é uma doenca infecciosa responsdvel por uma grande mortalidade em nivel
mundial. A carga global de TB permanece elevada e o nimero de casos de TB incidente
(taxa de incidéncia) varia amplamente entre os paises (Figura 2). Em 2013, foi estimado 9
milhdes de casos de TB e 1.5 milhdes de mortes, dos quais 360 000 eram HIV-positivo. No

caso da infeccdo com M. tuberculosis multidroga resistente (MDR), ou seja, resistente a
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pelo menos isoniazida e rifampicina, foi estimado 480.000 pessoas infectadas e 210.000
mortes (WHO, 2014) (Figura 3).

As regides que representaram 56% dos casos de TB no mundo em 2013 foram o
sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental. Além disso, foi estimado em regibes da Africa
aproximadamente %2 dos casos mundiais de TB (29%) e os maiores indices de casos e
6bitos na populacdo (uma média de 280 casos incidentes por 100.000 habitantes). india e
China apresentaram 0s maiores nimeros de casos, com 24% e 11% do total mundial,

respectivamente. Na regido das Américas este indice é de 3% (WHO, 2014).
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Figura 2: Taxa da incidéncia de TB em 2013 (WHO, 2014).
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Figura 3: Percentual de novos casos de TB com TB-MDR (WHO, 2014).
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O Brasil esta no ranking dos 22 paises que concentram cerca de 80% dos casos de TB,
ocupando a 162 posi¢cdo em numero absoluto de casos. Em 2013, foi diagnosticado no
Brasil 71.123 casos novos de TB, representando um coeficiente de incidéncia de
35,4/100.000 habitantes. Quando analisadas as regides brasileiras em 2013, verificou-se
que o Norte, o Sudeste e o Nordeste possuem os mais altos coeficientes de incidéncia: 45,
37 e 34.7/100.000 hab., respectivamente. A cidade de Porto Alegre ¢ a capital com a maior
taxa de incidéncia de TB (99,3/100.000) (BRASIL, 2014).

Do total de casos novos diagnosticados em 2013, 85,7% apresentaram a forma clinica
pulmonar e, destes, 65,2% eram baciliferos. Esses casos sdo 0s principais responsaveis pela
manutencdo da cadeia de transmissdo da doenca quando ndo tratados adequadamente até a
cura (BRASIL, 2014).

A presenca de cepas resistentes tem conduzido pesquisadores a estudar novos alvos de
acdo para o desenvolvimento de farmacos, além de compreender o mecanismo de
resisténcia do bacilo aos farmacos. Uma das formas mais graves da resisténcia, a TB
extensivamente resistente as drogas (XDR-TB), causada por cepas que além de ser MDR,
sdo também resistentes a qualquer fluoroquinolona e a pelo menos um dos trés farmacos
injetaveis do esquema de multirresisténcia: canamicina (KAN), capreomicina ou amicacina
(AMK), foi registrada em 100 paises até final de 2013. Dos casos de TB-MDR, cerca de
9% dos pacientes desenvolvem a TB-XDR. Esse dado € similar ao percentual estimado em
2012 (9.6%). Na ultima estimativa, um total de 75 paises relataram dados representativos
sobre a proporcédo de casos MDR-TB que tiveram XDR-TB (Figura 4) (WHO 2013, WHO
2014).

[ vt zpplicatie

Figura 4: Paises com notificacdes de pelo menos um caso de TB-XDR em 2012 (WHO,
2013).
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1.4)  Tratamento

Em 1900, Albert Calmette e Camille Guérin deram inicio ao desenvolvimento da
vacina BCG (Bacilo Camille and Guérin) a partir de uma cepa de M. bovis, atenuada apds
230 passagens em meio artificial (OETTINGER et al., 1999). Primeiro administrada em
1921, foi usada intensivamente na Europa apds os primeiros indicios de sua eficacia.
Durante a Segunda Guerra Mundial (1939 a 1945) a TB destacou-se como uma das
grandes preocupac0es, e 0 uso desta vacina foi incentivado principalmente pela UNICEF e
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (LUCA & MIHAESCU, 2013). A vacinacdo com
BCG ¢ eficaz contra as formas disseminadas de TB em criancas (80%), como TB miliar e a
meningite (COLDITZ et al., 1995; TRUNZ et al., 2006), e os dados que corroboram esta
protecdo sdo derivados principalmente de estudos observacionais e de caso-controle
(TRAN et al., 2014). Em paises com taxas de TB em declinio, a vacinacdo com BCG ou
nunca foi usada ou foi descontinuada nas Ultimas décadas. Em muitos paises a vacinacao
com BCG é aplicada para todos os individuos ou apenas em comunidades de alto risco, as
quais podem ser divididas em trés grupos: a aplicacdo da vacina somente no momento do
nascimento; aplicacdo somente na infancia; ou aplicacdo de reforco (TRAN et al., 2014).

A BCG, embora importante para a reducdo de casos disseminados em criancas, tem a
sua eficacia em adultos muito reduzida, sendo ineficaz para proteger contra a doenca e
portanto pouco Util no controle da TB (TRAN et al., 2014). O desenvolvimento da
quimioterapia antibiotica conduziu para uma nova era de tratamento e de controle da TB,
alterando mundialmente o perfil epidemiologico da doenca (GRZYBOWSKI & ALLEN,
1999). Em 1944, a estreptomicina (STR), obtida da bactéria Streptomyces griseus, foi o
primeiro antibiético introduzido no tratamento da TB, seguida pela adicdo do acido
paramino salicilico (PAS) devido ao surgimento de isolados resistentes a STR. Em 1952,
um terceiro antibidtico, a isoniazida (INH), foi incorporada a combinacdo terapéutica
proporcionando uma maior eficicia no tratamento, porém com uma duracdo de 18-24
meses (ZHANG, 2005 A). Estudos com a pirazinamida (PZA), em 1952, constataram a
eficacia deste antibidtico para inibir bacilo semidormente residindo em ambientes &cidos e
a sua introducdo na terapia da TB (MITCHISON, 1985). A descoberta do etambutol
(EMB) na década de 60 substituiu o PAS. Porém, o maior avango ocorreu com a
descoberta da RIF também na década de 60 que reduziu a terapia para um regime de 9
meses: 2 meses de INH, RIF e EMB seguidos de 7 meses de INH e RIF (SILVA &
AINSA, 2007; ZUMLA et.al, 2014; COHEN et al., 2014).
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Atualmente, ha diferentes regimes de tratamento descritos na literatura. Muitos sao
recomendados dependendo de inumeros fatores como: a localizacdo da doenca, a
gravidade, a co-infeccdo com o HIV, a resisténcia aos farmacos, tratamento anterior e o
tipo de infeccdo (SILVA & AINSA, 2007). O principal fator negativo do tratamento da
doenca é o longo tempo — pelo menos 6 meses. Bacilos em estagio de dorméncia sdo
tolerantes a muitos farmacos anti-TB, uma das razGes pela qual o longo tratamento é
necessario (ZUMLA et.al, 2014).

Em 2009, os resultados preliminares do inquérito sobre resisténcia aos medicamentos
anti-TB realizados no Brasil, evidenciaram 0 aumento da resisténcia primaria a INH (de
4,4% para 6%). A partir disso, o Brasil incorporou 0 EMB no esquema basico de
tratamento da TB, qualificou profissionais da salde e iniciou a oferta dos medicamentos
em dose fixa combinada (BRASIL, 2014). O atual regime utilizado para tratar pacientes
infectados com cepas suscetiveis aos farmacos consiste numa fase intensiva de 2 meses
com INH, RIF, PZA e EMB seguido de 4 meses com INH e RIF. Devido ao alto nivel de
eficacia e aceitavel grau de toxicidade esses farmacos fazem parte do esquema bésico de
tratamento. A maioria dos pacientes tem grande chance de cura se utilizado
adequadamente este esquema (BRASIL, 2011).

Entretanto, um tratamento inadequado, como a monoterapia, a ndo aderéncia e fatores
como a variabilidade farmacocinética de cada individuo, podem favorecer o
desenvolvimento de cepas resistentes aos farmacos. Com isso, em pacientes infectados
com cepas resistentes ao esquema basico sdo administrados farmacos do esquema de
multirresisténcia (KAN, AMK, capreomicina (CAP), cicloserina, PAS, etionamida e
fluoroquinolonas) (WHO, 2011). O tratamento da MDR-TB envolve alto custo, maior
toxicidade e longo tempo (18-24 meses), além de os farmacos empregados serem menos
efetivos do que aqueles usados no esquema basico. ReacBes adversas influenciam na
adesdo do paciente ao tratamento e por consequéncia na taxa de cura, podendo favorecer a
aquisicao de novos genes de resisténcia bem como a disseminacédo de linhagens resistentes
(HAMMA, 2013). Apesar do custo dos farmacos para o tratamento do paciente com MDR-
TB ser 50 a 200 vezes maior do que para o tratamento de um doente com M. tuberculosis
sensivel, e os custos globais de cuidados ser 10 vezes superior ou mais, 0 tratamento de
MDR-TB tem sido demonstrado ser uma intervencao custo-efetiva (WHO, 2010). Sendo
assim, os farmacos séo escolhidos por um processo de selecdo de acordo com cada caso,
sendo distribuidas em cinco grupos com base na eficacia e seguranca (Tabela 1) (WHO,
2011).
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Tabela 1: Grupo de farmacos disponiveis para o tratamento da TB.

Grupo de farmacos para tratamento da TB
Grupo 1: esquema basico (uso oral)
INH
RIF
EMB
PZA
Grupo 2: Esquema de multirresisténcia (Fluoroquinolonas)
OFX
LEV
MOX
Grupo 3: Esquema de multirresisténcia (Farmacos injetaveis)
STR
KAN
AMK
CAP
Grupo 4: Esquema de multirresisténcia (FArmacos menos efetivos)
Etionamida/Protionamida
Cicloserina/Terizidona
PAS
Grupo 5: Esquema de multirresisténcia (Farmacos menos efetivos ou com poucos
dados clinicos)
Clofazimina
Amoxiciclina com clavulanato
Linezolida
Imipenem
Claritromicina
Tiacetazona

Fonte: WHO, 2011.

Estratégias de adesdo ao tratamento foram implantadas para contribuir na cura e no
controle da doenca. O tratamento diretamente observado (TDO), reconhecido
mundialmente e recomendado pelo Programa Nacional de Controle da Tuberculose
(PNCT), consiste na observacédo diaria da ingestdo dos medicamentos por um profissional
de salde, e, excepcionalmente, por uma pessoa que tenha vinculo com o usuario. Nesses
casos, o profissional de saude deve acompanhar semanalmente o tratamento do paciente.
Com isso, a realizagdo do TDO tem aumentado no pais, passando de 37,2% em 2009, para
46,8% em 2012 (BRASIL, 2014).

Embora a TB latente seja assintomatica e ndo contagiosa , muitos paises tem adotado o
uso profilatico do tratamento a fim de evitar a progressao para a TB ativa e a disseminacao
na populacdo. Regimes aprovados para o tratamento da TB latente incluem INH, RIF e
rifapentina (CDC, 2015). No entanto, seis a nove meses de tratamento apenas com INH
tem sido sugerido como uma abordagem eficaz e seguro (SIA & WIELAND, 2011). Tanto
nos casos de TB ativa ou latente € indispensavel que os pacientes completem todo o
tratamento de forma rigida para controlar a disseminacdo da doenca e o desenvolvimento
de linhagens resistentes (CDC, 2015).
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1.5) Resisténcia aos farmacos

O bacilo de Koch é naturalmente resistente a muitos antibidticos. Um dos principais
determinantes da resisténcia intrinseca de M. tuberculosis é a parede celular, que se
apresenta como uma barreira efetiva devido a complexa organizacéo lipidica (BRENNAN
& NIKAIDO, 1995). Consequéncia da sua elevada impermeabilidade, camadas de
peptidoglicanos e arabinogalactanos limitam a entrada de moléculas hidrofébicas,
enquanto que a camada de acido micdlico limita o acesso de moléculas hidrofobicas e
hidrofilicas (Figura 5) (JARLIER & NIKAIDO, 1994; KLEINNIJENHUIS et al., 2011).
No entanto, a parede celular apenas diminui o influxo dos farmacos, porém age em sinergia
com o0s mecanismos de sistemas de efluxo para efetivamente reduzir a concentragao
intracelular dos farmacos (NIKAIDO 2001; LI & NIKAIDO, 2004; PIDDOCK, 2006).
Estudos tem demonstrado que fendtipos de resisténcia podem ser gerados pela contribuicao
de bombas de efluxo, o qual reduzem a concentracdo intracelular dos farmacos a niveis
subinibitérios impedindo que estes atinjam o alvo celular (VIVEIROS et al., 2003; JIANG
et al., 2008; LOUW et al., 2009; SUN et al., 2014).

Mananos-glicoproteinas
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Figura 5: Estrutura esquematica da parede celular micobacteriana
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O mecanismo de resisténcia adquirida envolve a modificacdo do alvo (gerada por
mutacdes), modificagdo enzimatica do farmaco (como as p-lactamases), alteracdo da
permeabilidade e aumento do efluxo (VIVEIROS et al., 2003; SILVA et al.,, 2011).
Mecanismos de resisténcia mediado por plasmideos ndo ocorrem em M. tuberculosis. A
ocorréncia de mutagdes espontaneas em genes alvos dos farmacos ou em ativadores de
pré-farmacos (INH, PZA, etionamida) tem sido considerada a principal causa de
resisténcia aos farmacos administrados no tratamento da TB (SOMOSKOVI et al., 2001).
Isso ocorre devido & taxa natural de mutacdo do DNA (frequéncia de 10° a 10° replicacdes
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micobacterianas) como resultado da exposicdo a sub dosagens dos antibioticos que, por
consequéncia, selecionam mutantes resistentes devido ao tratamento inadequado ou
irregular administrado ao paciente (RAMASWAMY & MUSSER, 1998, GILLESPIE et
al., 2002; LOUW et al., 2009, ZHANG & YEW 2009). Quando os farmacos sao utilizadas
em combinacdo, a probabilidade de desenvolver resisténcia bacteriana é de 10 a 10
Sendo assim, teoricamente, a chance da resisténcia se estabelecer na populacdo é
insignificante quando uma combinacdo de farmacos é utilizada simultaneamente no
tratamento (ZHANG & YEW 2009).

Um fator contribuinte para o desenvolvimento da resisténcia € o tratamento
fragmentado, porém a resisténcia pode se estabelecer mesmo com uma adequada
aderéncia. Fatores como sistemas de efluxo de farmacos, a farmacocinética de cada
individuo (variabilidade na taxa metabdlica e de absor¢cdo dos farmacos) e a
imunopatologia do pulmao, que resulta uma penetracdo heterogénea dos farmacos em
distintos granulomas, pode comprometer a concentracdo ideal do farmaco a niveis
subinibitorios e provavelmente contribuir para o fenétipo da resisténcia (DHEDA et al.,
2014).

Em testes de sensibilidade os isolados clinicos de M.tuberculosis sdo classificados
como resistentes ou suscetiveis aos farmacos administrados no tratamento, com base na
sua capacidade de crescer a uma determinada concentracdo critica do farmaco
(BOTTGER, 2011-A). Relacionado a isso, em M. tuberculosis sdo observados trés niveis
de resisténcia - alto, baixo e moderado — associados com diferentes mecanismos
moleculares de resisténcia. Baixo nivel de resisténcia é quando o isolado € resistente na
concentracdo critica do farmaco, mas suscetivel a altas concentragdes. Por exemplo, para
INH, mutacGes em katG podem gerar um fendtipo com alto ou moderado nivel de
resisténcia (Concentracdo Minima Inibitéria - CMI - >1ug/mL), enquanto que mutacdes no
gene inhA, frequentemente € de baixo nivel (CMI <lug/mL) (ELIOPOULOS &
MOELLERING, 1996; BOTTGER, 2011-A). Assim, observa-se uma correlagio entre a
mutacdo e a resisténcia fenotipica. Além de katG, mutagcdes em rpsL (STR), rpoB (RIF)
ou RNA 16S ribossomal (KAN, AMK) sdo associados com altos niveis de resisténcia,
porém mutacbes em gidB (STR), eis (KAN) conferem resisténcia de baixo nivel
(SOMOSKOVI et al., 2001; VIVEIROS et al., 2005; WHO, 2008; BOTTGER, 2011-A).
Na tabela 2 séo apresentadas a CMI dos farmacos do esquema bésico e de multirresisténcia

e 0s genes envolvidos na resisténcia.
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Tabela 2: Farmacos do esquema basico e de multirresisténcia com respectivos CMIs

para linhagens sensiveis, genes alvos e seus produtos.

Farmacos CMI pg/mL Gene envolvidos na Produto do gene
resisténcia
katG Catalase/peroxidase
INH 0,05-0,2 inhA Enoil redutase
ahpC Alcil-hidroperdxido-redutase
RIF 0,5 Subunidade B da RNA-
rpoB -
polimerase
PZA 20 pncA pirazinamidase
rpsL Proteina ribossomal S12
STR 0,5-1 . 7-metilguanosia
gidB )
metiltransferase
EMB 1-5 embB Arabinosil transferase
FQs 0,25-0,5 gyrA/gyrB DNA girase
rrs RNAr 16S
KAN 2-4 . Aminoglicosideo
eis )
acetiltransferase
AMK 2-4 rrs RNAr 16S
rrs RNAr 16S
CAP 2-4 tylA RNAr-metiltransferase
Etionamida 2,5-10 inhA Enoil-edutase
PAS 0,5 thyA Timidilato-sintase A

Fonte: Bottger, 2011; Jnawali & Ryoo, 2013

1.5.1) Farmacos do esquema béasico: mecanismos de acao e de resisténcia

15.1.1) Isoniazida

A INH ou hidrazida do acido isonicotinico é o principal farmaco do esquema basico
para o tratamento da TB, possui uma estrutura quimica simples contendo um anel piridina
e um grupo hidrazida, ambos essenciais para sua atividade (Figura 6). E um pro-farmaco
que requer a ativacdo pela enzima catalase-peroxidase bacteriana (codificada pelo gene
katG) (JOHNSSON & SCHULTZ, 1994). Esta enzima oxida a INH para gerar varios
radicais reativos. O alvo mais conhecido da INH é a via de sintese do &cido micolico,
principal componente da parede celular do bacilo, atuando especialmente na inibi¢do da
proteina enoil-acil redutase NADH- dependente (InhA) codificada pelo gene inhA
(VILCHEZE & JACOBS, 2007). Apbs a ativacdo, a INH forma uma ligacdo com a
nicotimanida adenina dinucleotideo (NAD) (ROZWARSKI et al., 1998) que entdo inibe a

proteina InhA (VILCHEZE et al., 2005). Esta inibic&o resulta em um actimulo intracelular
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de acidos graxos de cadeia longa, reducdo na biossintese de &cidos micolicos e
consequente morte da bactéria (COHEN et al., 2014).

H
0\\\C/N—NH2

=
A
N

Figura 6: Estrutura molecular da INH

M. tuberculosis é altamente suscetivel a INH (CMI 0.02-0.2 pg/ml). Além disso, este
farmaco é efetivo (bactericida em baixas concentracdes) contra bacilos metabolicamente
ativos, bacteriostatica contra bacilos ndo replicantes e ndo apresenta atividade sob
condicdes de anaerobiose (SILVA & AINSA, 2007).

Dois mecanismos moleculares tem conduzido para a principal causa de resisténcia a
INH: mutacbes em katG e em inhA (mais frequentemente na regido promotora)
(RAMASWAMY et al., 2003; SILVA et al., 2003; JAGIELSKI et al., 2014). O locus
ahpC, incluindo o gene estrutural da alquil hidroperoxidase redutase (ahpC), envolvida na
resposta celular ao estresse oxidativo também pode estar envolvida na resisténcia (ZHANG
et al., 2005; HAZBON et al., 2006). Porém, Hazbon et al., 2006 verificaram que mutacdes
na regido regulatéria do gene ahpC (oxyR-ahpC) tem sido identificada em cepas sensiveis
a INH, indicando que estas mutaces geram pouco impacto sob o fendtipo de resisténcia a
INH. Além disso, mutacdes no gene kasA tem sido registradas em cepas sensiveis e
resistentes a INH o que induz pesquisadores a concluir que este gene sofre polimorfismos e
também ndo esta relacionado a resisténcia (CARDOSO et al., 2004; HAZBON et al.,
2006). Outras mutacOes, como por exemplo nos genes: ndh, nat e mshA ainda ndo estdo
totalmente compreendidas quanto ao envolvimento da resisténcia a este farmaco (LEE et
al., 2001; COELHO et al., 2011; JAGIELSKI et al., 2014).

De fato, a perda total ou reducdo da atividade catalase/peroxidase devido a mutagdes
em katG é a mais comum alteragdo molecular associada com a resisténcia a INH (ZHANG
et al., 1992; MARTTILA et al., 1998, van SOOLINGEN et al., 2000; JAGIELSKI et al.,
2014). A mutacdo mais frequente neste gene é no cédon 315, com substituicdo de uma
serina por uma treonina, que resulta numa reducéo da atividade da INH. Mutagdes em katG

alteram a CMI da INH, variando de 0,1 a 256 pg/mL em isolados clinicos resistentes
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(SILVA & PALOMINO, 2011). Dependendo do tipo de mutacéo, diferentes fendtipos de
resisténcia podem prevalecer. Isso é observado para os altos niveis de resisténcia quando
ocorre perda da atividade catalase-peroxidase devido a mutacbes em katG (CMls > 1
pg/mL) e baixos niveis (CMIs < 1 pg/mL) em mutacdo no inhA ou no seu promotor (-
15C—T) (BOTTGER, 2011 a).

Estudos demonstraram que a mutacdo S315T em katG ocorre mais frequentemente em
cepas MDR do que em cepas monorresistentes a INH, sugerindo que esta mutagdo néo
determina um consideravel custo bioldgico (fitness) para a bactéria, ao contrario da
sobrexpressdo do gene inhA (HAZBON et al., 2006; van DOORN et al., 2006). Isso pode
ser explicado pelo fato de que a mutagdo S315T € por si s6 pouco custosa, pois apesar de
causar uma reducéo na ativacao da INH, permanece com sua atividade detoxificante (PYM
et al., 2002). Por outro lado, mutagdes compensatorias que suprimem uma eventual
reducdo da atividade detoxificante da catalase-peroxidade, como por exemplo, uma
superexpressdo na regido regulatéria do gene ahpC podem acontecer (RINDER et al.,
1998; RAMASWAMY et al., 2003; CLEMENTE et al., 2008).

1.5.1.2) Rifampicina

Juntamente com a INH, a RIF (Figura 7) € um potente farmaco contra o M.
tuberculosis, introduzido no esquema terapéutico em 1972. Pertence a familia das
rifamicinas e sua atuacao esta relacionada a inibi¢do da transcricdo génica bacteriana, pois
liga-se & subunidade  da RNA polimerase (codificada pelo gene rpoB) (TELENTI et al.,
1993). A RIF é bactericida contra micobactérias em estado replicativo, porém com alguma
atividade frente a bacilos ndo-replicantes. Além disso, a RIF também é ativa contra uma
ampla variedade de microrganismos, incluindo Staphylococcus sp., Neisseria spp.
Haemophilus influenzae e Legionella spp (SILVA & AINSA, 2007).

A maioria das mutacdes (96%) observadas nos isolados resistentes a RIF, ocorrem em
uma regido bem definida de 81 pb do rpoB (regides “hot spot”) (RAMASWAMY &
MUSSER, 1998). As mutacdes nas posicOes 531 e 526 estdo entre as mutacGes mais
frequentes entre os isolados resistentes e estdo, frequentemente, relacionadas com alto
nivel de resisténcia (ZHANG & YEW, 2009; SILVA & PALOMINO, 2011). A
monorresisténcia a RIF € rara e a maioria das cepas de M. tuberculosis resistente a RIF sdo
também resistentes a INH (SOMOSKOVI et al., 2001; VIVEIROS et al., 2005; WHO,
2008).
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Figura 7: Estrutura molecular da RIF

1.5.1.3) Pirazinamida

A PZA (Figura 8), assim como a INH, é um pré-farmaco e é convertida em &cido
pirazéico pela pirazinamidase (PZase) bacteriana, codificada pelo gene pncA (KONNO et
al., 1967; SCORPIO & ZHANG, 1996). Este farmaco é bactericida e ativo somente frente
ao M. tuberculosis, ndo demonstrando atividade in vitro contra nenhuma outra
micobactéria ou microrganismo (SILVA & AINSA, 2007). Ao contréario dos antibioticos
convencionais, a PZA atua em bacilo ndo replicante e apresenta atividade somente em pH
acido (por volta de 5,5) (ZHANG et al., 2002). Isso gera limitacdes para estudos in vitro da
atividade antituberculosa deste farmaco.

O mecanismo de acdo do acido pirazoéico é na inibicdo do transporte de substancias e
no rompimento do potencial energético da membrana micobacteriana (ZHANG et al.,
2003). Além disso, foi identificado um novo alvo da PZA previamente desconhecido, a
proteina ribossomal S1 (RpsA), uma proteina vital envolvida na traducéo de proteinas (SHI
etal., 2011).

PZA entra na célula micobacteriana por difusdo passiva, porém é excretada por uma
proteina transportadora. Devido a ineficiente atividade desta proteina e as condi¢Ges acidas
do meio, o acido pirazindico protonado (HPOA) retorna ao interior da micobactéria,
causando dano celular (ZHANG et al., 2003; ZIMHONY et al., 2007).

A principal causa de resisténcia a PZA é a mutacd0 no gene pncA, mais
frequentemente na regido de 561 pb do gene ou de 82 pb do promotor (SCORPIO et al.,
1997; JUREEN et al., 2008), porém, mais recentente, o efluxo do acido pirazindico tem
sido envolvido na resisténcia a este farmaco (ZIMIC et al., 2012). Por outro lado, mutagdes
em RpsA também conferem resisténcia a PZA (SHI et al., 2011).
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Figura 8: Estrutura molecular da PZA
1.5.1.4) Etambutol

O EMB é também um importante farmaco do esquema basico de tratamento da TB
(Figura 9). E bacteriostatico e atua no bacilo em estado replicativo. O alvo do EMB ¢ a
enzima arabinosil transferase, codificada pelo gene embB e envolvida na sintese do
arabinogalactano, essecial polissacarideo da parede celular micobacteriana (TAKAYAMA
& KILBURN, 1989). O dano causado na parede celular do bacilo favorece a atividade dos
outros farmacos, o que contribui para 0 aumento da suscetibilidade bacteriana (SILVA &
AINSA, 2007). Utilizada também para o tratamento de outras infecces causadas por
micobactérias outras que nao o M. tuberculosis (MOTT), como por exemplo, 0 M. kansasii
(SILVA & AINSA, 2007).

OH

\IHNHJ/\

Figura 9: Estrutura molecular do EMB

Em M. tuberculosis, embB estd organizado em um operon juntamente com embA e
embC (embCAB). Mutacbes no gene embB, particularmente no cédon 306, confere um
aumento moderado nos niveis de resisténcia ao EMB em isolados clinicos de M.
tuberculosis (PLINKE et al., 2011). Podem ser observadas cinco diferentes mutacdes neste
codon (ATG— GTG/CTG/ATA, ATC e ATT) resultando em trés distintos aminoacidos
(Met— Val, Leu ou lle) (SREEVATSAN et al., 1997B). Embora a resisténcia tem sido
associada com a mutagdo no gene embB, cerca de 75% dos isolados clinicos resistente ndo
apresentam mutacdes neste gene, inferindo que mutacdo desconhecidas ou outros

mecanismos de resisténcia podem estar envolvidos (TESSEMA et al., 2012).
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1.5.2) Farmacos do esquema de multirresisténcia: mecanismo de acdo e de

resisténcia

1.5.2.1) Aminoglicosideos e peptideos ciclicos

Por serem antibioticos de dificil absor¢do do trato gastrointestinal, os aminoglicosideos
(AMK, KAN e STR) e os peptidios ciclicos (CAP e viomicina) devem ser administrados
por injecdo intramuscular para o tratamento da TB com cepas resistentes (JNAWALI &
RYOO, 2013) (Figura 10).

H,N H oH QH
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Figura 10: Estrutura molecular dos aminoglicosideos (STR, AMK e KAN) e peptideos

ciclicos (CAP e Viomicina).

Os aminoglicosideos sdo bactericidas somente frente a bactérias em estado replicativo,
com pouca ou nenhuma atividade em bacilo ndo replicante (HEIFETS & LINDHOLM-
LEVY, 1989). Por outro lado, a CAP tem atividade bacteriostatica contra bacilos
replicantes e ndo replicantes (HEIFETS et al., 2005).

Embora pertencam a diferentes familias, estes farmacos apresentam o mesmo
mecanismo de acdo de inibir a sintese de proteinas (GALE et al., 1981). O local de acdo da
STR € na subunidade ribossomal 30S, especificamente na proteina ribossomal S12
(codificada pelo gene rpsL) e no RNA ribossomal (rRNA) 16S (codificado pelo gene rrs)

(FINKEN et al., 1993). Os outros aminoglicosideos atuam mais especificamente no rRNA
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16S (ZHANG, 2005). A CAP bloqueia a sintese proteica atraves da ligacao da interface
entre a hélice 44 do rRNA 16S e da hélice 68 de 23S rRNA (HEIFETS et al., 2005).

MutagOes nos genes rpsL e rrs estdo associadas com a resisténcia a STR em cepas
clinicas de M. tuberculosis. As mutacGes mais frequentes no gene rpsL ocorrem nas
posicdes 43 (Lis43Arg) e 88 (Lys88Thr), associadas com alto nivel de resisténcia a STR
(TUDO et al., 2010). As mutagdes no gene rrs ocorrem nas regides dos nucleotideos 530 e
912 (FINKEN et al., 1993; SREEVATSAN et al., 1997C). Entretanto, esses dois genes
juntos explicam apenas 70% dos casos de resisténcia fenotipica, indicando que outros
mecanismos possam estar envolvidos (SREEVATSAN et al., 1997 C; RISKA et al., 2000).
Tem sido observado que mutacdes no gene gidB, que codifica uma 7-metilguanosina
metiltransferase especifica para o 16S rRNA, estdo associadas com a resisténcia de baixo
nivel a STR em M. tuberculosis. As mutacdes nesse gene tém sido observada em alta
frequéncia em isolados clinicos de M. tuberculosis (OKAMOTO et al., 2007, SPIES et al.,
2008).

Por outro lado, mutagbes no gene rrs que ocorre particularmente nas posicdes 1401,
1402, 1484 estdo associados com resisténcia a KAN e AMK (FEUERRIEGEL et al., 2009;
SILVA & PALOMINO, 2011). Baixo nivel de resisténcia a KAN tem sido correlacionado
a mutacGes na regido promotora do gene eis que codifica um aminoglicosideo
acetiltransferase (ZAUNBRECHER et al., 2009). Altos niveis de resisténcia cruzada tem
sido observada entre AMK e KAN (MAUS et al., 2005; JUGHELI et al., 2009).

Tem sido sugerido que mutagdes no gene tlyA (codifica uma rRNA metiltransferase
que modifica os nucleotideos C1409 na hélice 44 do rRNA 16S e o nucleotideo C1920 na
hélice 69 do rRNA 23S) sdo responsaveis pela resisténcia a CAP e viomicina. Mais
recentemente, em um estudo feito por DU et al., 2014, foi constatado também a influéncia
de mutacdes no gene ppnK na resisténcia a CAP, cujo produto catalisa a formagéo de
fosfato dinucleotideo adenina nicotinamida (NADP) na presenca de um doador fosforil
(KAWAI et al., 2000).

1.5.2.2)  Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas (FQ) sdo potentes farmacos bactericidas recomendados para
tratar a MDR-TB (Figura 11) (SULOCHANA et al., 2005; RUSTOMJEE et al., 2008;
DORMAN et al., 2009). Além disso, apresentam um amplo espectro de atividade, sendo

utilizadas também para o tratamento de infeccéo respiratdrias, gastrointestinais e urinérias,

32



O 00 N o v B~ W N P

W W N N N N N N NN NN P P P P P R R R R op
B, O W 0 N O U B W N P O W 0 N O U1 M W N L O

causadas por bactérias, além de doencas sexualmente transmissiveis (SILVA & AINSA,
2007).

Fazem parte desta familia a OFX, a ciprofloxacina (CIP) e a levofloxacina (LEV).
Quinolonas de nova geracdo, como a gatifloxacina (GAT) e a moxifloxacina (MOX) estao
em fase Il de estudos clinicos sendo avaliadas sua seguranca e eficacia para substituir
farmacos do esquema bésico a fim de reduzir o longo tratamento da TB (RUSTOMJEE et
al., 2008; LIENHARDT et al., 2012; PALOMINO & MARTIN, 2013; MERLE et al.,
2014; ZUMLA et al., 2014). Estudos tem sugerido que a utilizacdo da MOX durante a fase
intensiva do tratamento pode substituir a INH devido a sua semelhante eficacia, sugerindo
que esta pode ser uma alternativa para pacientes que séo intolerantes ou infectados com
cepas resistentes a INH (DORMAN et al., 2009).

As FQs ligam-se na enzima DNA girase (topoisomerase IlI), responsavel pelo
superenrrolamento do DNA, resultando em uma ineficiente sintese de DNA. Além disso,
as FQs podem gerar o acumulo de radicais hidroxil toxicos no interior da célula
(KOHANSKI et al., 2007). Em cepas de M. tuberculosis, a CMI para OFX e CIP varia
entre 0,5 a 2,5ug/mL, enquanto que para LEV, MOX e GAT varia entre 0,25 e 1 pg/mL
(LUBASCH et al,. 2000).

A DNA girase é composta por duas subunidades A e duas subunidades B, codificadas
pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente. Altos niveis de resisténcia sdo constatados em
mutacbes nas regibes que determinam a resisténcia as quinolonas (QRDR), mais
frequentemente no gene gyrA (MOKROUSOQV et al., 2008; GINSBURG et al., 2003).
Dentre as muta¢des em gyrB encontradas em isolados clinicos de M. tuberculosis, somente
a mutacdo N510D tem sido demonstrada como envolvida na resisténcia as FQs (AUBRY,
et al., 2006; PANTEL et al., 2011). As mutacdes mais comuns no gene gyrA sdo nos
cddons 89 (Asp89Asn), 90 (Ala90Val) e 94 (Asp94Tyr, Asp94Ala, Asp94Asn e
Asp94His) (von Groll et al., 2009). A mutagdo na posicdo 95 do gene gyrA é considerada
um polimorfismo natural que ndo esta envolvido com a resisténcia a FQ, pelo fato de ser
encontrada em cepas suscetiveis as FQs (MUSSER, 1995).

Devido ao amplo uso das FQs em outras infecgdes e da disponibilidade sem prescri¢éo
médica em muitos paises, a resisténcia cruzada é registrada em muitas FQs (VON GROLL
et al., 2009).
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Figura 11: Fluoroquinolonas ativas contra M. tuberculosis

15.2.3) PAS

Embora tenha sido um dos farmacos do esquema bésico, o PAS agora é utilizado no
esquema de multirresisténcia (Figura 12). E um antibidtico bacteriostatico e pode ser
administrado oralmente. Foi um dos primeiros farmacos que mostrou atividade contra M.
tuberculosis, sendo utilizado juntamente com INH e STR (LEHMANN, 1946). Entretanto,
0 mecanismo de acdo nunca foi claramente compreendido.

Mutacdes no gene thyA que codifica a enzima timidilato sintase tém sido associadas
com resisténcia ao PAS em M. tuberculosis, sugerindo sua interferéncia com a via do
folato por meio de um mecanismo desconhecido. Essa via gera tetrahidrofolato em
procariotos e eucariotos, um transportador de carbono envolvido na biossintese de purinas,
timidinas, glicina, metionina e pantotenato, além de ser necessaria para a sintese de tRNA
formilmetionil (MATHYS et al., 2009). Um recente estudo realizado por ZHENG et al.,
2013, sugere que PAS é um pro-farmaco e que atua como um precursor metabdlico que,
guando incorporado por enzimas na via do folato, inibe a atividade da diidrofolato redutase

e interfere na sintese do folato.

OH
H,N OH

Figura 12: Estrutura molecular do acido para-aminosalicilico
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1.5.2.4) Etionamida

E um antibiético bactericida similar a INH e tem sido usado desde 1956 (Figura 13). E
também um pré-farmaco e requer ativacdo pela via mono-oxigenase codificada pelo gene
ethA para formar uma ligacdo com o NAD e inibir o mesmo alvo da INH, a enoil-ACP
redutase dependente de NADH (inhA) (WANG et al., 2007).

A resisténcia a etionamida é conferida por mutacGes em ethA e inhA (HAZBON et al.,
2006). Além disso, mutacdes que modificam o alvo InhA ou causam sua sobrexpresséo,
além de mutacdes em ndh que aumentam a concentracéo intracelular de NADH, podem
favorecer a resisténcia cruzada entre INH e ETH (VILCHEZE et al., 2005; VILCHEZE et
al., 2006).

S NH,
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Figura 13: Estrutura da etionamida

1.5.2.5) Cicloserina

E um antibidtico bacteriostatico (Figura 14) de amplo espectro que inibe o crescimento
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Nocardia spp., Chlamydia, e M. tuberculosis
(SILVA & AINSA, 2007). Atua na inibicdo da sintese de peptideoglicano da parede
celular, porém em M. tuberculosis o alvo ainda é desconhecido (SILVA & PALOMINO,
2011). Estudos clinicos na década de 50 mostraram reduzida eficacia da cicloserina quando
comparado com a PAS e grave toxicidade neuropsiquiatrica relacionada com a dose
administrada (STOREY, 1960).

HI\J\ ..\\\\NH2

O

Figura 14: Estrutura da cicloserina

1.5.2.6) Linezolida
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Pertence as oxazolididonas e foi o primeiro composto dessa familia a ser aprovado para
0 uso clinico (Figura 15). Utilizada principalmente para tratar infeccGes causadas por
bactérias Gram positivas (CYNAMON et al., 1999).

Atua inibindo a etapa inicial da sintese de proteinas por se ligar na subunidade
ribossomal 50S (ZHANG, 2005). Mutaces em rRNA 23S e em duas proteinas
ribossomais L3 e L4 ter sido demonstrado para conferir resisténcia a linezolida (LNZ) em
varios organismos patogénicos (LONG & VESTER, 2012; BECKERT et al., 2012). Para
M. tuberculosis varias mutacdes em rRNA 23S e em rplC T460C (proteina ribossomal L3)
foram identificados em isolados clinicos resistentes a LNZ (LEE et al., 2012; BECKERT
etal., 2012).

Um recente estudo feito por ZHANG e colaboradores (2014A) avaliou o efeito da
linezolida em ensaios in vitro e in vivo e observou que esse farmaco foi efetivo frente a
bacilos em estado de laténcia em camundongos infectados, além de apresentar atividade
em combinacdo com a RIF. Em outro estudo foi demonstrado que a linezolida tem eficécia
em pacientes com TB-XDR pulmonar (ZHANG et al., 2014B). Linezolida é bem
absorvida, com elevada biodisponibilidade e boa penetracdo nos tecidos (PALOMINO &
MARTIN, 2012).

Figura 15: Estrutura molecular da Linezolida

1.5.2.7) Clofazimina

E uma riminofenazina lipofilica (Figura 16), cuja atividade antinflamatdria e
antimicobacteriana foi registrada muito antigamente (BARRY et al., 1957; IMKAMP,
1981; ANDERSON, 1983). A aplicacéo clinica primaria deste antibidtico é o tratamento da
lepra, doenca causada pelo M. leprae (Palomino & Martin, 2014). Apesar de ndo estar
inserida oficialmente no tratamento da TB, este farmaco é recomendado pela OMS para
tratar pacientes infectados com cepas XDR-TB (WHO, 2011).

O exato mecanismo de acdo antimicrobiana permanece desconhecido. Contudo, é
possivel que a membrana externa seja o principal alvo desse farmaco, mais

especificamente a cadeia respiratdria e o transporte de ions (CHOLO et al., 2012). Apesar
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da resisténcia a clofazimina ainda ndo ser completamente caracterizada, foi descrito que
mutacdes no regulador transcricional, Rv0678, na cepa de referéncia Hs;Rv, gera uma

super regulacdo de MmpL5, uma proteina transportadora (HARTKOORN et al., 2014).

Cl
.

-

Cl
'\*T./ T

[ITI’“’

Figura 16: Estrutura da clofazimina

1.6) Novos farmacos

Devido ao interesse das diversas areas de pesquisa em TB relacionadas a busca de
moléculas mais ativas que os farmacos atuais e que atuem em alvos diferentes daqueles ja
descritos envolvidos na resisténcia, ha varias outros farmacos anti-TB em estudo (Tabela
3). Alguns ja estdo sendo avaliados em ensaios clinicos e em novas combinacfes a fim de
reduzir o tempo de tratamento e substituir farmacos cuja atividade foi prejudicada. Abaixo

sdo descritas as mais estudadas.

Tabela 3: Farmacos em desenvolvimento pré-clinico e clinico para o tratamento da TB.

Desenvolvimento preé- Desenvolvimento clinico
clinico Fase I Fase 11 Fase 111
Nenhum
CPZEN 45 registrado AZD-584 Gatifloxacina
atualmente
DC 159 Linezolida Moxifloxacina
Q203 Sutezolida Rifapentina
SQ609 SQ109 Bedaquilina
SQ641 PA-824 Delamanida
TBI-166 Rifapentina
BTZ-043
PBTZ-169
TBA-354

Fonte: Palomino & Martin, 2013

1.6.1) Bedaquilina (TMC207)
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E uma diarilquinolona (Figura 17), anteriormente conhecida como TMC207, com
atividade especifica frente ao M. tuberculosis, porém com atividade in vitro também frente
a outras micobactérias (HUITRIC et al., 2007). Em 2012, este fArmaco recebeu aprovagédo
pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) para ser incluido na terapia combinada
para o tratamento de adultos com tuberculose pulmonar MDR, quando um regime de
tratamento eficaz ndo pode ser fornecido (COHEN et al., 2014). Foi demonstrado que a
bedaquilina reduziu o tempo de conversdo para uma cultura negativa quando adicionado a
terapia padrdo para MDR-TB, além de reduzir a contagem média de unidades formadora
de coldnias (CFU) na expectoracdo mais rapidamente no grupo tratado com esse farmaco
do que no controle (DIACON et al., 2009).

Atualmente, esta inserida na fase Il de ensaios clinicos. Novas combinacbes de
regimes terapéuticos com a bedaquilina estdo sendo avaliados a fim de reduzir o longo
tratamento da TB (DIACON et al., 2012). Contudo, a bedaquilina apresenta efeitos
adversos importantes que limitam o seu uso, como a hepatotoxicidade, cardiotoxicidade,
além de interagcdes farmacoldgicas com os farmacos do esquema bésico. Por isso, baseado
nessas evidéncias, pacientes em tratamento com esse farmaco devem ser monitorados, bem
como deve ser realizada uma avaliacdo prévia de disfuncédo hepatica e cardiaca (KOUL et
al., 2008; FOX & MENZIES, 2013).

Figura 17: Estrutura da bedaquilina

O mecanismo de acédo da bedaquilina ¢ inibir a ATP sintetase, 0 que a torna importante
por apresentar exclusividade no alvo. Entretanto, o sequenciamento do genoma de cepas de
M. tuberculosis e M. smegmatis mutantes resistentes a bedaquilina indicou uma mutagao
no gene atpE, a qual codifica a parte “c” da subunidade FO da ATP sintetase (ANDRIES et
al., 2005). Aléem disso, foi demonstrado resisténcia cruzada a clofazimina, devido a
mutagfes em Rv0678, identificada em pacientes tratados com bedaquilina com
consequente reducdo da atividade bactericida (ANDRIES et al., 2014).
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O efluxo da bedaquilina foi identificado por Gupta e colaboradores (2014), em ensaios
utilizando o inibidor de efluxo verapamil. Foi demonstrado que a presenca deste inibidor
em combinacdo com a bedaquilina reduz de 6 a 16 vezes a CMI deste fa&rmaco em isolados
sensiveis e resistentes. Este dado sugere que o efluxo pode emergir como um importante

mecanismo de resisténcia a bedaquilina (GUPTA et al., 2014).
1.6.2) Delamanida

Inicialmente conhecida como OPC-67683 (Figural8), é um derivado nitro-dihidro-
imidazooxazol em fase Il de desenvolvimento clinico. Atua na inibicdo da biosintese de
acidos micélicos (PALOMINO & MARTIN, 2013). Apresenta atividade in vitro e in vivo
frente a cepas de M. tuberculosis suscetiveis e resistentes, bem como atividade bactericida
semelhante a da RIF (MATSUMOTO et al.,, 2006; DIACON et al., 2011). A CMI
determinada para este farmaco varia de 0.006 a 0.024 pg/mL in vitro com efetiva atividade
terapéutica in vivo (MATSUMOTO et al., 2006). Recentemente, uma avaliagdo clinica
demonstrou eficacia do seu uso em TB-MDR (GLER et al., 2012).

A delamanida também requer a ativacdo redutora pelo M. tuberculosis para exercer a
sua atividade. Em micobactérias resistentes a delamanida geradas experimentalmente, uma
mutacdo foi encontrada no gene Rv3547 sugerindo seu papel na ativacdo do farmaco
(MATSUMOTO et al., 2006).

O\> 4<l\/o>\\o

Figura 18: Estrutura da delamanida
1.6.3) PA-824

E um pré-farmaco da classe dos nitroimidazois (Figura 19) que requer uma ativagio
biorredutiva de um grupo nitro aromatico para exercer o efeito antimicobacteriano inibindo
a sintese de proteinas e de lipideos presentes na parede celular (STOVER et al., 2000;
MANJUNATHA et al., 2006). Apresenta CMI em torno de 0.015 a 0.25 pug/mL frente a

cepas pan-suscetiveis e resistentes, além de ser ativa também frente a bacilos em estagio
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ndo replicante em culturas anaerébias (STOVER et al., 2000; PALOMINO & MARTIN,
2013). Em avaliagdo na fase Il, PA-824 foi analisado em diferentes combinagfes com
bedaquilina, MOX e PZA (DIACON et al., 2012). Os resultados mostraram que uma nova
combinacdo de PA-824 com MOX e PZA pode ser adequado para tratar pacientes
infectados com linhagens suscetiveis e MDR, com potencial para reduzir o tempo de
tratamento.

O mecanismo de resisténcia a PA-824 tem sido associada com a perda de uma
especifica desidrogenase glucose-6-fosfato (FGD1) ou de seu cofator F420, que juntos

fornecem elétrons para a ativacdo redutora desta classe de moléculas (MANJUNATHA et

al., 2006).
OYN Ni/o.
F /@A o N\)_ \0
Figura 19: Estrutura do PA-824
1.6.4) SQ-109

E um derivado sintético analogo do EMB (Figura 20) com atividade frente a cepas
suscetiveis e resistentes de M. tuberculosis (PROTOPOPOVA et al., 2005). Em ensaios de
interacdo, SQ-109 apresentou atividade sinérgica in vitro quando combinado com a
bedaquilina (REDDY et al., 2010). Atualmente, esta sendo avaliado na fase Il de ensaio
clinico (PALOMINO & MARTIN, 2013).

Atua interferindo a sintese de acidos micolicos. Entretanto, estudos transcricionais
demonstram que similar a outros farmacos que também inibem componentes da parede
celular, como a INH e 0 EMB, SQ-109 induz a transcri¢cdo do operon iniBAC necessario
para o funcionamento de proteinas transportadoras (BOSHOFF et al., 2004). Verificou-se
que em cepas resistentes ao SQ109, existe uma super-regulagdo de ahpC, sugerindo um

possivel papel no desenvolvimento de resisténcia a este farmaco (JIA et al., 2005).

CHa CHa
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Figura 20: Estrutura do SQ-109
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1.7)  Sistema de efluxo como mecanismo envolvido na resisténcia

O transporte de substancias atraveés da membrana é vital para a fisiologia celular, seja
carreando nutrientes essenciais, excretando substancias toxicas ou mantendo a homeostase
intracelular, sendo encontrados em células eucariéticas e procaridticas (PAULSEN et al.,
1996). Algumas proteinas de membrana (bombas de efluxo) sdo capazes de transportar um
Unico tipo de molécula, enquanto outras transportam varias moléculas de mesma ou de
diferentes classes quimicas. Estas proteinas transportam outras moléculas de forma casual
em funcdo das semelhancas de propriedades fisico-quimicas entre os farmacos e 0s seus
substratos comuns (NEYFAKH, 2002; PIDDOCK, 2006).

As bombas de efluxo podem ser classificadas em cinco familias (LI & NIKAIDO,
2004) com base em suas caracteristicas estruturais e bioenergéticas: ABC-ATP (ATP
binding cassete) e MFS (Major Facilitator Superfamily), ambas filogeneticamente muito
antigas; e familias menores, como a SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resistance
Nodulation-cell Division) e MATE (Multidrug Toxic Compund Extrusion). As familias
MFS, SMR, RND e MATE sdo transportadores secundarios, ativados pela energia
armazenada em um gradiente eletroquimico gerados por protons que sdo transportados e
distribuidos para a superficie da célula, também conhecido como a forca motriz de prétons
(H" ou Na*); enquanto que os membros da familia ABC hidrolizam ATP como fonte de
energia, sendo considerados transportadores primarios (PUTMAN et al., 2000).

O efluxo geralmente tem sido associado com baixo nivel de resisténcia intrinseca a
farmacos como aminoglicosideos, INH, RIF e FQs (LEE et al. 2000; PIDDOCK, 2006).
No entanto, devido a exposi¢do prolongada a concentracdes subinitorias dos antibidticos, o
efluxo pode conferir uma vantagem de sobrevivéncia durante o tratamento, o que
aumentara a probabilidade do acimulo de mutacBes relevantes. Genes mutados que
codificam proteinas alvos se estabelecerdo na populacéo e gerardo um aumento do nivel de
resisténcia (SRIVASTAVA et al., 2010). No entanto, foi demonstrado que uma proporcao
substancial de isolados clinicos resistentes a alguns farmacos ndo apresentam as classicas
mutacOes em genes associados a resisténcia, permitindo supor que o sistema de efluxo seja
um dos provaveis mecanismos de resisténcia (LOUW et al., 2009).

A sobrexpressédo de bombas de efluxo pode significativamente reduzir a concentragédo
intracelular de muitos antibioticos e comprometer a eficacia clinica (SINGH et al., 2011).

Vaérios estudos registraram 0 aumento da expressdo de genes que codificam bombas de
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efluxo em M. tuberculosis em presenca de concentracGes subinibitorias de antibidticos
(SIDDIQI et al., 2004; GUPTA et al., 2006; JIANG et al., 2008; GUPTA et al., 2010;
HAO et al., 2011). Esse fato indica que os antibidticos podem atuar como indutores,
regulando a expressdo de genes que codificam bombas de efluxo (ROBERTS, 1996;
GRKOVIC et al., 2001; STAVRI et al., 2006).

A identificacdo da bomba de efluxo Rv1258c (familia MFS) em M. tuberculosis,
homologa da bomba Tap em M. fortuitum, foi a primeira bomba funcional descrita em M.
tuberculosis (AINSA et al., 1998). Estudos demonstraram que o gene Rv1258 foi induzido
na presenca de INH, RIF e OFX em isolados clinicos de M. tuberculosis MDR que
apresentavam mutacdes em genes associados a resisténcia a estes farmacos. Foi entdo
sugerido que os altos niveis de resisténcia poderiam ser reflexo da sobrexpressao adicional
do gene Rv1258c (SIDDIQI et al.,2004; GUPTA et al., 2006; JIANG et al.,2008). Além
disso, bombas da familia ABC (DrrAB, pstB, Rv1747 e Rv2686¢-2687c-2688c) também
estdo envolvidas com a resisténcia em M. tuberculosis a varios farmacos utilizados na
terapia da TB, como a INH, RIF, EMB, CIP e FQs (BRAIBANT et al., 2000; BHATT et
al., 2000; PASCA et al., 2004)

Em 1999, Wilson e colaboradores detectaram o aumento da expressdo do gene efpA
(familia MFS), na presenca de INH, o qual foi sugerido que a proteina codificada por este
gene poderia estar relacionada com o transporte de moléculas envolvidas na sintese de
acidos micolicos. Em outro estudo, utilizando a cepa ndo-patogénica M. smegmatis, a
eliminacdo do homdlogo efpA resultou em um aumento de duas vezes na sensibilidade ao
brometo de etidio (BrEt), a gentamicina e a FQs (LI et al., 2004). Além disso, a bomba de
efluxo denominada P55 (outro membro da familia MFS), codificada pelo gene p55, tem
sido bem caracterizada em muitos estudos que demonstraram a sua associacdo com baixos
niveis de resisténcia a varios farmacos, incluindo tetraciclina, aminiglicosideos e RIF
(SILVA et al., 2001; RAMON-GARCIA et al., 2009). Além de estar envolvida na extrusio
e consequente resisténcia a farmacos, foi demonstrado que a p55 apresenta um papel
importante na resposta ao estresse oxidativo e na manutengdo do crescimento bacteriano in
vitro (RAMON-GARCIA et al., 2009).

O genoma de M. tuberculosis contém varios genes que codificam para proteinas da
familia RND. Estas proteinas foram designadas como grandes proteinas de membrana de
micobacterias (MmpL), e acredita-se que estdo envolvidas no transporte de acidos graxos
(TEKAIA et al., 1999). Em M. tuberculosis, as proteinas MmpL1, MmpL4, MmpL7 e

MmpL8 desempenham um papel importante na manutencgdo da viruléncia em experimentos
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in vivo. Esta contribuicdo para viruléncia pode estar associada a ampla gama de substratos
destas proteinas, incluindo lipideos e &cidos micdlicos que se relinem na parede celular
micobacteriana, e que podem ser liberados para o interior do fagossomo em macrofagos
infectados (DOMENECH et al., 2005). Em ensaios de expressdo do gene mmpL7 em M.
smegmatis, o nivel de resisténcia a INH foi 16 vezes mais elevado (CMI > 512 pg/mL) na
cepa que espressava 0 gene do que na cepa selvagem (CMI = 32 pg/mL) (PASCA et al.,
2005). Isso indica que a proteina MmpL7 pode utilizar INH como um substrato de bomba,
fato que posteriormente foi demonstrado em M. tuberculosis com a sobrexpressao do gene
mmpL7 apds exposicdo a INH (MACHADO et al., 2012; RODRIGUES et al.; 2012).
Além disso, também foi identificado que diferencas quantitativas na expressao génica em
isolados clinicos de M. tuberculosis resistentes a INH (mutacdo em katG) também esta
associada com a sobrexpressdo do gene Rv2459 (MFS) (PASCA et al., 2005; VIVEIROS
etal., 2012).

Mmr é a Unica proteina da familia SMR que foi descrita em M. tuberculosis (DE
ROSSI et al., 1998). O gene mmr quando inserido em um plasmideo reduz a
susceptibilidade de M. smegmatis a tetrafenilfosfonio, brometo de etidio, eritromicina,
acriflavina, safranina O e pironina Y (DE ROSSI et al., 1998). Outros estudos tém
mostrado que o mmr foi sobrexpresso ap6s a exposicdo a INH ou na combinacgdo entre
INH e EMB (GUPTA et al., 2010; RODRIGUES et al.; 2012).

A expressdo de genes que codificam bombas de efluxo estd sujeita a regulacdo por
varios reguladores transcricionais locais e globais, principalmente durante condicdes de
estresse, patogénese e viruléncia bacteriana (Sun et al., 2014). Com isso, a expressao
diferencial destes reguladores controla a expressdo de um conjunto de genes que
respondem a diferentes estimulos ambientais, servindo como um importante mecanismo
para a sobrevivéncia bacteriana (GEIMAM et al., 2006). No genoma de M. tuberculosis ha
sete genes “whiB-like” (whiB1 a whiB7) que atuam como reguladores transcricionais
(COLE et al., 1998; MULDER et al., 1999). Estudos indicam que o gene whiB7 é regulado
em resposta a uma variedade de antibioticos, incluindo macrolideos, aminoglicosideos e
ofloxacina e coordena os genes envolvidos na resisténcia intrinseca (MORRIS et al., 2005;
GEIMAM et al., 2006; BURIAN et al., 2012). A analise de expressao génica mostrou que
a transcricdo de whiB7 determina a resisténcia a certos antibidticos atraves da ativacdo da
expressdo de genes como Rv1258c e Rv1473 (MORRIS et al., 2005; GEIMAM et al.,
2006). Assim, determinar as condi¢des em que o gene whiB7 € induzido ou reprimido é um

passo importante na compreensdo de sua possivel funcdo e papel na regulacdo da
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expressao génica em M. tuberculosis em presenca de diferentes antibidticos (GEIMAM et
al., 2006).

1.7.1) Inibidores de bombas de efluxo (EPIs)

A partir das evidéncias apresentadas, 0 mecanismo de efluxo desempenha um papel
significativo na aquisigdo de resisténcia em M. tuberculosis. Isto torna-se um fato
particularmente relevante no caso de terapias de longo prazo, tais como a utilizada no
tratamento da TB e facilmente potencializada pela falta de aderéncia do paciente ao regime
terapéutico (DE STEENWINKEL et al., 2010; SRIVASTAVA et al, 2010;
PASIPANODYA & GUMBO, 2011). Uma forma de prevenir que estes eventos ocorram
seria a inibicdo de bombas de efluxo utilizando inibidores de efluxo para aumentar a
atividade dos antibioticos que sdo substratos de bombas e diminuir a frequéncia de sele¢édo
de mutantes resistentes aos medicamentos.

Demonstrada a contribuicdo de sistemas de efluxo no desenvolvimento de resisténcia
aos antibioticos, varias compostos, como o verapamil, reserpina, fenotiazinas (tioridazina e
clorpromazina), o haloperidol, o flupentixol e o farnezol (Figura 21), sdo capazes de inibir
0 mecanismo de efluxo em micobactérias, e, consequentemente, contribuir para o
reestabelecimento da atividade dos farmacos (KAATZ, 2005; MARQUEZ, 2005;
RODRIGUES et al., 2011). Em geral, 0 mecanismo pelos quais esses agentes atuam ainda
é pouco conhecido. Alguns modelos propdem que ocorra 1) uma ligacdo direta dessas
moléculas as bombas de efluxo, bloqueando o transporte; 2) o rompimento dos gradientes
transmembrana utilizados pelos transportadores secundarios; 3) e a competicao pelo efluxo
(MARQUEZ, 2005; PIDDOCK, 2006; MARTINS et al., 2008; PAGES & AMARAL
2009).

Estes inibidores envolvidos no blogueio do transporte de moléculas sdo de grande
importancia e tém sido estudados nos ultimos anos. A busca de novas moléculas ou
combinagdes de compostos adjuvantes para tratar infecgdes por micobactérias MDR  tem
se tornado um dos principais objetivos no tratamento da TB (VIVEIROS et al., 2012).
Além da atividade inibitdria do efluxo em micobactéria, os inibidores também apresentam
atividade antimicrobiana, embora ndo sejam usados como tal na préatica clinica, como € o
caso dos antipsicoticos (tioridazina, clorpromazina, bromoperidol) e anti hipertensivos
(verapamil e reserpina) (VIVEIROS et al., 2012).
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Bloquear a atividade dos sistemas de efluxo significa reduzir a CMI dos antibidticos e
consequentemente, restaurar e/ou aumentar a potencialidade antimicrobiana (VIVEIROS et
al., 2012). Vérios estudos que utilizam inibidores de efluxo para detectar uma possivel
reducdo na CMI dos farmacos e identificar indiretamente o envolvimento do efluxo na
resisténcia, evidenciaram que estas moléculas sdo eficientes em reduzir niveis
significativos de resisténcia (GUPTA et al., 2006; GUPTA et al., 2010, MACHADO et al.
2012; RODRIGUES et al., 2012). No estudo de Machado e colaboradores em 2012, a CMI
da INH em M. tubberculosis resistente a este antibiotico foi reduzida na presenca de
tioridazina, clorpormazina e verapamil a niveis iguais ou abaixo da concentracao critica de
INH utilizada para testes de sensibilidade.

O verapamil é um blogueador dos canais de célcio, utilizado também para arritimias
cardiacas (McTAVISH & SORKIN, 1989). Estudos tem demonstrado que esse inibidor é o
mais ativo dentre os EPIs em destaque (RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2009; RODRIGUES et al., 2012). Com atividade antimicobacteriana in vitro e in vivo, as
fenotiazinas inibem o transporte de calcio impedindo a ligacdo de enzimas dependentes de
calcio (ORDWAY et al., 2003; LOPEZ-MUNO?Z et al., 2005). Também foi demonstrada a
capacidade da tioridazina e da clorpromazina inibir o efluxo de brometo de etidio em M.
smegmatis e M. avium complex, porém menos evidente em M. tuberculosis (RODRIGUES
et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012).

A reserpina € um alcal6ide extraido da raiz de Rauwolfia sp, utilizado durante décadas
como um agente anti-hipertensivo (LEMIEUX et al., 1956). Descrita também como um
blogueador dos canais de célcio (BALZER et al., 1968), é um inibidor efetivo do efluxo de
PZA, aumentando a suscetibilidade do M. tuberculosis (ZHANG et al., 1999), e da INH
frente ao M. tuberculosis e M. bovis BCG (VIVEIROS et al.,, 2002). Estudo recente

demonstra que o farnezol é efetivo em bloquear o efluxo do BrEt em M. smegmatis (JIN et

al., 2010).
S
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Figura 21: Estrutura dos compostos com atividade de inibidor de efluxo em micobactérias.
1.7.2) Abordagens para métodos utilizados na deteccéo do efluxo

Técnicas de fluorimetria tem sido usada como uma ferramenta para 0 monitoramento
do transporte de substratos fluorescentes através da parede celular bacteriana, sendo
possivel detectar e quantificar o efluxo com precisao e reprodutibilidade (HENDRIKSE et
al., 2000; GREULICH, 2004; SCHUMACHER et al., 2007; SHAPIRO, 2008). Varias
estratégias e métodos laboratoriais para esse proposito utilizam a medicdo de substratos
radiomarcados ou fluorescentes (MORTIMER & PIDDOCK, 1991; HENDRIKSE, 2000;
GREULICH, 2004; MARTINS et al., 2006; SCHUMACHER et al., 2007).

A utilizagdo de ensaios funcionais baseia-se na capacidade dos sistemas de efluxo em
mover moléculas contra um gradiente de concentracdo, utilizando corantes fluorescentes
que atuam como substratos de bombas. Na presenca de EPIs, estes substratos acumulam na
célula e aumentam a intensidade de fluorescéncia a ser detectada. Destacam-se dois tipos
de ensaios utilizando corantes fluorescentes comumente empregados: i) o0 ensaio de
acumulacao que mede a absor¢do do substrato na presenca ou auséncia de EPIs conhecidos
e ii) o ensaio de retencdo onde as células sdo marcadas com o substrato na auséncia de
qualquer EPI. Ambos ensaios oferecem um maior rendimento, aumento da intensidade de
fluorescéncia e podem ser automatizados (KOURTESI et al., 2013).

A fim de permitir a avaliacdo de EPIs frente a varias linhagens bacterianas, algumas
variagfes nos ensaios tem sido desenvolvidas. Dentre eles, o método de agar-base
empregando brometo de etidio (BrEt) em diferentes concentracBes que pode avaliar até

doze linhagens bacterianas (MARTINS et al., 2011) e 0 método em tempo real que avalia a
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acumulacdo e o efluxo do BrEt em diferentes condicGes bioldgicas (temperatura, pH,
presenca e auséncia da fonte de energia), além da presenca de EPIs (VIVEIROS et al.,
2010).

O BrEt tem sido um substrato amplamente utilizado em ensaios de efluxo, pois além de
ser considerado um substrato universal emite fraca fluorescéncia em solucbes aquosas
(meio extracelular) e torna-se fortemente fluorescente em ambientes ndo-polares e
hidrofobicos, quando excitado com luz ultravioleta (JERNAES & STEEN, 1994). O
principio desses ensaios fluorométricos é a passagem de BrEt através da membrana
citoplasmatica e da sua subsequente acumulacdo intracelular no interior da célula
bacteriana (AMARAL et al., 2011). Assim, a intensidade de fluorescéncia do BrEt em
funcéo do tempo, tem sido utilizado para 0 acompanhamento em tempo real da acumulagéo
via difusdo passiva e do efluxo de substratos em suspensdes bacterianas (JERNAES &
STEEN, 1994; JOUX & LEBARON, 2000).

Além disso, este método pode distinguir a acumulacdo, o que reflete o equilibrio entre
o influxo e de efluxo, e o efluxo em si, além de ser indicado para o estudo da cinética do
transporte de EtBr (VIVEIROS et al., 2008 a; PAIXAO et al., 2009). O efluxo ocorrera
caso a concentracao de BrEt no meio ndo superar a capacidade de atividade das bombas de
efluxo (VIVEIROS et al., 2008A; VIVEIROS et al., 2008B).

1.8) Ensaios de combinacdo antimicrobiana in vitro

Para estabelecer a interacdo de diferentes compostos sdo utilizados métodos
quantitativos e reprodutivos a fim de estimar a atividade quando dois ou mais compostos
sdo combinados (BHUSAL et al.,, 2005). O efeito da combinagdo pode restaurar a
atividade antimicrobiana de um ou mais compostos, devido ao sinergismo da interagdo. Os
métodos de combinacdo in vitro mais utilizados sdo os ensaios de checkerboard e/ou
tempo de morte (BHUSAL et al., 2005; RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2003; REY JURADO,
etal., 2012).

Algumas defini¢bes basicas que resultam da interacdo de diferentes compostos séo a
atividade sinérgica, indiferente e antagbnica. O sinergismo é uma interagdo positiva
observada quando a combinacdo de dois ou mais compostos exerce um efeito
significativamente maior quando comparado com o efeito individual. Entretanto, o
antagonismo é uma interacao negativa no qual o efeito combinado é menor que do que 0s
compostos testados separadamente (ELIOPOULOS & MOELLERING, 1996; ODDS,
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2003). Caso ndo ocorra interagdo na combinacdo, o efeito é definido como indiferente
(GRECO et al.,1995).

1.8.1) Ensaio de Cheackerboard

Ensaios fenotipicos para a deteccéo do efluxo séo essencialmente baseados na inibigdo
do crescimento. S&o utilizados a fim de identificar se potenciais EPIs aumentam a eficacia
dos antimicrobianos através da reducdo da CMI. O ensaio de cheackerboard é o mais
comum e requer ambos compostos (antibioticos e EPIs) para serem diluidos em uma
variedade de concentragdes e avaliar a viabilidade celular na interagdo (KOURTESI et al.,
2013).

O cheackerboard refere-se a um ensaio bidimensional de concentracfes seriadas de
dois ou mais compostos frente ao microrganismo a ser testado (ODDS, 2003; CUENCA-
ESTRELLA, 2004). Realizado em uma microplaca de 96 pogos, nas colunas cada poco
contém a mesma concentracdo de um composto A seguido de uma diluicdo ao longo do
“eixo x” e nas linhas cada poco contém a mesma concentracdo de um composto B diluido
no “eixo y” (Figura 22). O resultado é que cada pogco contém a combinagdo dos dois
compostos (ELIOPOULOS & MOELLERING, 1996).

A vantagem deste método é a variedade de concentracGes combinadas que podem ser
analisadas simultaneamente. Além disso, o método permite o calculo do fator de
modulacdo (FM) que reflete a reducdo da CMI de um antibiotico em presenca de EPI e
indice de Concentragdo Inibitoria Fracional (FICI) que distingue se dois compostos
combinados apresentam atividade sinérgicas, antagonicas ou indiferentes (ELIOPOULOS
& MOELLERING, 1991; KAMICKER et al., 2008).

Os resultados das diluicBes utilizadas no checkerboard sdo interpretados num
isobolograma, que mostra os FICIs numa escala aritmética (CUENCA-ESTRELLA, 2004).
O FICI é calculado conforme a seguinte férmula:

CMI (A)combinacio + CMI (B)combinagio

FICI = FIC(A) + FIC(B) = CMI (A)individual CMI (B)individual

onde o FIC (A) e FIC (B) sdo as concentragdes inibitorias fracionais dos farmacos A e
B, respectivamente (ELIOPOULOS & MOELLERING, 1996).
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Seguindo a descri¢cdo de ELIOPOULOS & MOELLERING (1996), a reducéo de duas
dilui¢bes sobre o CMI individual é interpretada como sinergismo se os valores de FICI sdo
<0,5; valores entre 0,5 a 1 sdo indiferentes e um FICI >1 é considerado como atividade
antagbnica. Esta interpretacdo esta relacionada a combinagdo de compostos, onde ha uma
reducdo do CMI combinado em relacdo ao CMI individual. O estudo do efeito combinado
de diferentes compostos em diferentes concentragdes pode auxiliar no desenvolvimento de

novas alternativas para o tratamento da TB.
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Figura 22: Ensaio de cheackerboard. A ilustracdo é a combinacdo de dois agentes
antimicrobianos em diluicio seriada. A esquerda os isobologramas de efeito indiferente,
sinérgico e antagbnico. A area escura a direita indica o crescimento bacteriano.

1.9) Maétodos utilizados para testes de sensibilidade aos farmacos
Em bacteriologia, 0 "padréo ouro” para o teste de sensibilidade aos farmacos € o ensaio

da CMI. Este procedimento é definido por dois fatores: (1) a concentracdo do antibidtico,

ou seja, uma série de diluicbes avaliadas para titular a quantidade minima de farmaco
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necessaria para inibir o crescimento bacteriano in vitro; (2) o inéculo e as condigdes de
teste sdo escolhidas de modo que uma Unica célula resistente na populagdo testada (1 em
10° bactérias) é suficiente para dar um resultado positivo para a resisténcia (BOTTGER,
2011- B).

1.9.1) Métodos classicos

O uso de testes in vitro de determinacdo de sensibilidade do M. tuberculosis aos
antibidticos é fundamental para detectar cepas resistente. A sensibilidade do M.
tuberculosis aos farmacos pode ser avaliada pelo método das concentracGes absolutas,
método da razdo de resisténcia e 0 método das propor¢des. Estes métodos sdo de baixo
custo, realizados em meio sélido a base de ovo ou &gar e padronizados para a realizacao de
testes de sensibilidade a multiplos farmacos. Entretanto, apresentam uma desvantagem em
exigir até oito semanas para produzir uma confirmacdo de crescimento micobacteriano
(BRASIL, 2008).

O método das proporgdes em meio Lowenstein Jensen (LJ) € o mais comum teste de
sensibilidade aos antimicrobianos, tendo sido considerado ao longo dos anos o padrdo ouro
para detectar a resisténcia aos antibidticos em M. tuberculosis. Essa resisténcia é
estabelecida a nivel de 1%, isto significa que, se 1% ou mais do total da populacao de teste
bacteriana € resistente a um farmaco, é considerado como resistente para fins clinicos
(INDERLIED & NASH, 1996). Esta técnica pode ser realizada diretamente a partir de
escarro positivo a baciloscopia (teste direto) ou a partir do isolado bacteriano (teste
indireto) (BRASIL, 2008).

O método da concentracdo absoluta consiste em inocular meios, com ou sem
antimicrobianos, com um indculo controlado contendo 2x10° a 1x10* CFU (CANETTI et
al., 1963). A resisténcia € definida como um crescimento maior do que um determinado
nimero de CFU (usualmente 20) a uma determinada concentracdo de farmaco
(INDERLIED & NASH, 1996).

O metodo da razéo de resisténcia é similar ao da concentracdo absoluta, a diferenca é
que uma série idéntica de tubos sdo inoculados com a cepa padrdo de M. tuberculosis
Hs37Rv. Os resultados sdo expressos em termos da razdo da CMI do farmaco necessaria
para inibir o crescimento do isolado clinico comparado com a cepa padrdo. A vantagem é
que pequenas variacOes entre os lotes dos meios podem ser desconsideradas, pois 0s
resultados sdo normalizados usando a cepa Hs;Rv (INDERLIED & NASH, 1996).
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1.9.2) Métodos semi-automatizados

A introducéo de sistemas semi-automatizados revolucionou os testes de sensibilidade
em laboratérios de micobacteriologia. Os metodos sdo baseados em meios de cultura
liquido e apresentam vantagem por reduzir o tempo de incubacéo, pela padronizacéo do
indculo e pela obtencdo dos resultados através da leitura automatizada. Estes sistemas
comerciais seguem o mesmo principio do método das propor¢des, utilizando concentracdes
de farmacos com atividade equivalente, proporcdes criticas de mutantes resistentes e

in6culo padronizado.

1.9.2.1) Sistema BACTEC 460 TB

E um sistema radiométrico semi-automatizado que utiliza meio liquido Middlebrook
7H9 modificado. Foi o primeiro método semi-automatizado a ser utilizado, gerando
resultados de teste de sensibilidade aos farmacos em 5 a 12 dias de incubacdo (TENOVER
etal., 1993).

Em 1969, Deland e Wagner desenvolveram esta técnica para a detec¢do da viabilidade
bacteriana mensurando o CO, liberado durante o metabolismo celular e a descarboxilacao
de um substrato marcado com *C incorporado no meio de cultivo. Em 1980, esta técnica
foi introduzida comercialmente para a realizacdo de testes de sensibilidade e recuperagéo
de micobactérias a partir de amostras clinicas (SIDDIQI & RUSCH-GERDES, 2006). Este
sistema apresenta uma alta eficiéncia devido ao uso de meio liquido, mas estd em

descontinuidade pelo uso da radiotividade.

1.9.2.2) BACTEC™ MGIT™

Em laboratdrios clinicos, o sistema radiométrico foi substituido pelo sistema MGIT
(Mycobacterium Growth Indicator Tube). E um sistema semi-automatizado para a
deteccdo do crescimento micobacteriano e realizacdo de testes de sensibilidade. E

considerado equivalente ao sistema BACTEC 460 em performance, com a vantagem de
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2.

ndo usar radioisétopos e sua compatibilidade com os sistemas informatizados para a
interpretacéo dos resultados (TORTOLI et al., 2002; LUCKE et al., 2012).

O tempo de deteccdo (Time to detection, TTD) do crescimento para a positividade da
amostra clinica em BACTEC MGIT varia de 5 a 14 dias quando comparado com métodos
tradicionais em meio sélido, como por exemplo LJ — 3 a 5 semanas (SIDDIQI & RUSCH-
GERDES, 2006). Os tubos MGIT contém um composto fluorescente incorporado na base
do tubo, o qual é sensivel a presenca de oxigénio dissolvido no meio. Sendo assim, 0s
microrganismos com metabolismo ativo consomem o oxigénio, 0 que ocasiona a elevacao
da emissdo da fluorescéncia e a sua deteccdo pelo equipamento. Além disso, o instrumento
estabelece uma leitura continua de todos os tubos a cada 60min (MLM, 2014).

O teste de sensibilidade aos farmacos consiste em um tubo de controle de crescimento
e um tubo para cada farmaco. Uma concentracdo padronizada de farmaco é adicionada a
um tubo MGIT, juntamente com o indculo, e o crescimento é comparado com o controle
sem farmaco. Se o antibi6tico € ativo contra o isolado micobacteriano (isolado suscetivel),
0 crescimento serd inibido e a fluorescéncia sera suprimida. Enquanto isso, o controle livre
de antibiotico apresentara crescimento, e consequente, aumento da fluorescéncia. Se o
isolado é resistente, o crescimento e o0 aumento na fluorescéncia seré evidente em ambos 0s
tubos — com antibiotico e sem antibidtico. Um isolado é definido como resistente se 1% ou
mais da populacdo teste cresce na presenca de concentragdes criticas dos antibioticos
(MLM, 2014).

OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a contribuicdo do mecanismo de efluxo na resisténcia em isolados clinicos de

M. tuberculosis resistentes a isoniazida, rifampicina, ofloxacina e amicacina.
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2.2. Especificos

- Avaliar o efeito sinérgico na interacdo dos classicos inibidores de bombas de efluxo
(verapamil, tioridazina e clorpromazina) com INH, RIF, OFX, AMK e brometo de

etidio em isolados clinicos de M. tuberculosis resistentes;

- Analisar em tempo real a atividade do efluxo, em presenca e auséncia dos

inibidores em isolados clinicos de M. tuberculosis resistentes;

- Determinar o nivel transcricional de RNAm de cinco genes que codificam bombas
de efluxo (mmpl7, mmr, Rv1258, p55, efpA e Rv2459) e do regulador transcricional
do efluxo (whib7) nas cepas resistentes em presenca e auséncia de concentracfes

subinibitérias dos farmacos;

- Auvaliar a contribuicdo da atividade de efluxo na resisténcia global a INH, RIF,

OFX e AMK através da analise da relacdo do tempo de deteccdo (TTD) do

crescimento em presenca e auséncia dos inibidores.

3. RESULTADOS: CAPITULO I
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Medicine, Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa, Lisboa, Portugal, * Faculdade de Medicina,
Nucleo de Pesquisa em Microbiclogia Méedica, Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, Brazil

Drug resistant tuberculosis continues to increase and new approaches for its treatment
are necessary. The identification of M. tuberculosis clinical isolates presenting efflux
as part of their resistant phenotype has a major impact in tuberculosis treatment.
In this work, we used a checkerboard procedure combined with the tetrazolium
microplate-based assay (TEMA) to study single combinations between antituberculosis
drugs and efflux inhibitors (Els) against multidrug resistant M. tuberculosis clinical isolates
using the fully susceptible strain H37Rv as reference. Efflux activity was studied on a
real-time basis by a fluorometric method that uses ethidium bromide as efflux substrate.
Quantification of efflux pump genes mRNA transcriptional levels were performed by
RT-gPCR. The fractional inhibitory concentrations (FIC) indicated synergistic activity for
the interactions between isoniazid, rifampicin, amikacin, ofloxacin, and ethidium bromide
plus the Els verapamil, thioridazine and chlorpromazine. The FICs ranged from 0.25,
indicating a four-fold reduction on the MICs, to 0.015, 64-fold reduction. The detection
of active efflux by real-time fluorometry showed that all strains presented intrinsic efflux
activity that contributes to the overall resistance which can be inhibited in the presence of
the Els. The quantification of the mRNA levels of the most important efflux pump genes on
these strains shows that they are intrinsically predisposed to expel toxic compounds as
the exposure to subinhibitory concentrations of antibiotics were not necessary to increase
the pump MmRNA levels when compared with the non-exposed counterpart. The results
obtained in this study confirm that the intrinsic efflux activity contributes to the overall
resistance in multidrug resistant clinical isolates of M. tuberculosis and that the inhibition
of efflux pumps by the Els can enhance the clinical effect of antibiotics that are their
substrates.

Keywords: tuberculosis, drug resistance, fluorometry, checkerboard, TEMA, fractional inhibitory concentration
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Synergistic activity between Els and antibiotics

Introduction

Tuberculosis (TB) remains a public health issue worldwide
(World Health Organization, 2014). According to the World
Health Organization (2013) there were an estimated 9.0 million
tuberculosis cases and 480,000 people developed multidrug-
resistant tuberculosis (MDR-TB). Among these there were an
estimated 210,000 deaths (World Health Organization, 2014).
The TB control is severely complicated by the emergence of
multi- and extensively drug resistant Mycobacterium tuberculosis
strains. Multidrug resistant M. tuberculosis is recognized as M.
tuberculosis strains resistant to at least isoniazid and rifampicin,
and extensively drug resistant (XDR) M. fuberculosis as those
resistant to isoniazid, rifampicin, a fluoroquinolone and one
of the three second line injectables: amikacin, kanamycin, or
capreomycin (World Health Organization, 2008). M. tuberculosis
strains that are resistant to isoniazid and rifampicin and either
a fluoroquinolone or an aminoglycoside, but not both, are
colloquially termed “pre-XDR-TB” strains.

Despite the known effectiveness of the antituberculosis
standard treatment against susceptible strains of M. tuberculosis,
the first-line drugs isoniazid and rifampicin are ineffective
for treating patients infected with multidrug resistant strains.
Consequently, second-line drugs have to be employed. These
drugs are more toxic, poorly tolerated, and sometimes difficult
to obtain (Green and Garneau-Tsodikova, 2013). Furthermore,
extensively drug resistant M. fuberculosis strains easily emerge
during second-line treatment due to poor tolerance and lack of
compliance (World Health Organization, 2008). The emergence
and spread of resistant phenotypes of M. tuberculosis are
nowadays a major health problem due to the reduced therapeutic
options, high mortality rates and danger to the community if
transmission of the bacillus is not readily stopped (World Health
Organization, 2013).

Intrinsic resistance of M. tuberculosis to antimicrobial agents
is mainly attributed to the reduced permeability of the cell
wall due to the lipid-rich composition and the presence of
mycolic acids that considerably decreases the intracellular access
of antibiotics (Brennan and Nikaido, 1995). However, it cannot
prevent completely their entrance. Other intrinsic mechanisms
of resistance, such as efflux pumps, act synergistically with the
permeability barrier to reduce the passage of antimicrobials
across the bacterial cell wall (De Rossi et al., 2006; Piddock, 2006;
Li and Nikaido, 2009). Efflux pumps usually confer low levels
of drug resistance but play an important role in the evolution
to high levels of resistance in M. tuberculosis (Machado et al,,
2012). Prolonged exposure to subinhibitory concentrations of
antituberculosis drugs facilitate the progressive acquisition of
chromosomal mutations and provide the natural ground for the
development of bacteria with high-level resistance phenotypes
due to the acquisition of mutations in the antibiotic target. This
chain of events is particularly relevant in long-term therapies
such as that used in tuberculosis treatment, where a sustained
pressure of sub-inhibitory concentrations of antibiotics can
result in an increased efflux activity and allow the selection of
spontaneous high-level drug resistant mutants (Machado et al,,
2012; Schmalstieg et al., 2012).

A possible alternative to prevent the resistance generated by
efflux is the chemical inhibition of these systems by molecules
that act as inhibitors, the so called efflux inhibitors (EIs) that
can act as treatment adjuvants to increase the activity of the
antibiotics (Marquez, 2005). Such molecules are expected to
reduce the intrinsic resistance of the bacteria by increasing
the intracellular concentration of antibiotics even in highly
resistant strains and reduce the frequency of emergence of
resistant mutant strains (Mahamoud et al., 2007; Viveiros et al.,,
2010). The net result of blocking the efflux of an antimicrobial
compound by the use of an EI is to decrease the threshold
concentration (i.e., the minimum inhibitory concentration,
MIC) of the antibiotic when the EI is used at concentrations
devoid of any antibacterial activity. Many compounds have
been reported as having inhibitory activity on mycobacterial
efflux systems such as calcium channel blockers like verapamil,
thioridazine, chlorpromazine, farnezol, reserpine, or uncouplers
of the proton motive force such as carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone (CCCP) (Viveiros et al., 2012), but none
has evolved toward clinical usage.

So far no MDR clinical strain was identified with high-level
resistance attributed solely to overexpressed efflux pumps and the
contribution of these systems to the overall level of resistance in
MDR-TB clinical strains, irrespective of the existing mutations
for drug targets in the bacteria, has not been thoroughly explored.
In the present study we have explored the contribution of
the efflux mechanisms to the overall resistance to isoniazid,
rifampicin, amikacin and ofloxacin in five MDR (two of which
pre-XDR) M. tuberculosis clinical isolates from Brazil by (i) the
analysis of the synergistic effect of the Els verapamil, thioridazine
and chlorpromazine on the MICs of the antibiotics and ethidium
bromide by a tetrazolium microplate-based assay (TEMA) on
checkerboard format; (ii) the analysis of real-time efflux activity,
using ethidium bromide as efflux substrate, by a semi-automated
fluorometric method in presence and absence of each EI; and
(iii) the analysis of mRNA transcriptional levels of selected efflux
pump genes in these strains.

Materials and Methods

M. tuberculosis Strains, Its Characterization, and
Selection Criteria

The M. tuberculosis strains included in this study were selected
from the culture collection of the Mycobacteria Laboratory
of Interdisciplinary Area of Biomedical Sciences, Nticleo de
Pesquisa em Microbiologia Médica (NUPEMM), Faculty of
Medicine, Federal University of Rio Grande, Brazil, and
Fundagao Estadual de Produgdo e Pesquisa em Sadde no
Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. The strains
were previously characterized using the proportion method
on Lowenstein-Jensen for isoniazid, rifampicin, amikacin, and
ofloxacin, and DNA sequencing to search for mutations
associated with resistance (data not shown) (Maschmann et al.,
2013). The strains to be studied were chosen based upon their
resistance to isoniazid, rifampicin, amikacin and ofloxacin and
presence of the most common mutations found in clinical

Frontiers in Microbioclogy | www.frontiersin.org

April 2015 | Volume 6 | Article 330

56



Coelho &t al.

Synergistic activity between Els and antibiotics

isolates. The sampling comprises five multidrug resistant strains
(three resistant to isoniazid and rifampicin; one resistant to
isoniazid, rifampicin and amikacin; one resistant to isoniazid,
rifampicin and ofloxacin—the two latest colloquially considered
pre-XDR), whose phenotypic and genotypic characterization
is shown in Table 1. The M. tuberculosis H37Rv ATCC27294
reference strain was used as control.

Antimicrobials, Efflux Inhibitors, and Ethidium
Bromide

Isoniazid, rifampicin, ofloxacin, amikacin, chlorpromazine,
thioridazine, verapamil, ethidium bromide, glucose, phosphate
buffered solution (PBS), and 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,
5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Verapamil,
chlorpromazine, thioridazine, isoniazid, amikacin, and ethidium
bromide were prepared in sterile distilled water; rifampicin
was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO), and ofloxacin in
1% hydroxide chloride in water. Stock solutions were stored
at —20°C. The work solutions were prepared at the day of the
experiments. The 10X MTT stock solution was prepared in
ultrapure sterile water and used at 1:1 in 10% Tween 80 (v/v).

Determination of Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC)

For the determination of the MICs of the antibiotics, Els, and
the efflux substrate ethidium bromide, the strains were grown
in Middlebrook 7H9 (DIFCO, Madrid, Spain) plus 10% OADC
supplement (oleic acid/albumin/dextrose/catalase) (Becton and
Dickinson, Diagnostic Systems, Sparks, MD, USA) at 37°C
until they reached an ODggp of 0.8. Afterwards, the inoculum
was prepared by diluting the bacterial cultures in 7TH9/OADC
medium to a final density of approximately 10° cells/ml
(Eliopoulos and Moellering, 1996). The MICs were determined
by a TEMA (Caviedes et al.,, 2002) with slight modifications.
Briefly, aliquots of 0.1 ml of inoculum were transferred to each
well of the plate that contained 0.1 ml of each compound
at concentrations prepared from two-fold serial dilutions in
7H9/OADC medium. The concentration ranges used are shown
in Table S1 of the Supplementary data. Growth controls with no
drug and a sterility control were included in each plate assay. Two
hundred microliters of sterile deionized water was added to all

outer-perimeter wells of the 96-well plates to reduce evaporation
of the medium in the wells during the incubation. The inoculated
plates were sealed in plastic bags and incubated at 37°C for 7
days. After this period, MTT was added to each well to a final
concentration of 2.5% and the plates incubated overnight. The
bacterial viability was registered for each well based on the MTT
color change. Here, the amount of color generated is directly
proportional to the number of viable cells and a precipitate of
cells stained black can be observed in the bottom of the well. The
MIC was defined as the lowest concentration of compound that
totally inhibited bacterial growth (Gomez-Flores et al., 1995). All
assays were carried out in triplicate.

Determination of Fractional Inhibitory
Concentration (FIC) and Modulation Factor (MF)
Two-dimensional broth microdilution checkerboard assay
(Eliopoulos and Moellering, 1996) combined with TEMA, was
performed to assess the effect of the Els verapamil, thioridazine
and chlorpromazine in combination with isoniazid, rifampicin,
amikacin and ofloxacin against the M. fuberculosis strains. Two
hundred microliters of sterile deionized water was added to all
outer-perimeter wells of the plates to prevent evaporation of the
medium during the incubation. The plates were prepared by
dispensing the serially diluted antibiotic in the x-axis and the
inhibitors in the y-axis. The concentration range used for each
compound is shown in Table S2. Aliquots of 0.1 ml of inoculum
were transferred to each well of the 96-well plate and incubated
at 37°C. In all assays were included growth and sterility controls.
The inoculated plates were sealed in plastic bags and incubated
at 37°C for 7 days and the results interpreted as described
above. The modulation factor (MF) was used to quantify the
effect of the inhibitors on the MIC of antibiotics and ethidium
bromide (Formula 1) (Groblacher et al., 2012). The modulation
factor reflects the reduction of MIC values of a given antibiotic
in the presence of the efflux inhibitor and was considered to
be significant when MF = 4 (four-fold reduction). The effect
of each efflux inhibitor on the activity of each antibiotic was
determined by means of fractional inhibitory concentration
(FIC) determination according to Formula 2. The FIC was
calculated only for the antibiotic as the concentration of the
efflux inhibitor to be used in each combination corresponds to
<14 of its MIC, which is considered to be devoid of antibacterial

TABLE 1 | Phenotypic and genotypic characterization of the M. tuberculosis strains.

Strain Phenotype Genotype

katG inhA rpoB gyrA rrs
FURG-1 MDR S315T Wi S531L Wi Wit
FURG-2 MDR 3315T Wit S531L Wi Wit
FURG-3 MDR 3315T Wit S531L Wi Wit
FURG-4 MDR S315T Wi D516Y AQOV Wit
FURG-5 MDR D735A Wi S531L Wi A=G 1401
H37Rv Susceptible Wit Wit Wit Wit Wit

MDR, muiltidrug resistant; R, resistant; W, wild-type.
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activity. The FIC indexes were interpreted using the criteria
established by Pillai et al. (2005). However, since we are only
evaluating the individual FIC for the antibiotic and not the
sum of the FICs, or FIC index (ZFIC, biotic)> the results were
interpreted as follows: FIC < 0.25, synergism; FIC = 0.25 < 2,
indifference and FIC = 2, antagonism. As such, an individual
FIC of < 0.25, indicative of a four-fold reduction, was assumed
as synergy. We considered FIC = 0.25 as indifferent activity due
to the inherent variability of the method (Odds, 2003). The FIC
for the combinations was classified as ND (non-determinable)
when the MICs of the compounds alone were greater than the
highest, less than, or equal to the lowest concentration tested
(Moody, 1992). For combinations that showed tendencies for
synergy, isobolograms were constructed, by plotting changes in
the MIC of antibiotics as a function of the Els concentration,
using GraphPad Prism V5.01 software (La Jolla, USA). Synergy
is illustrated by a concave isobol and antagonism, by a convex
isobol. All assays were carried out in triplicate.

MF — MIcanriobiorr'c

MICwmbinatr'on
Formula 1. Modulation factor (MF) determination.
MIC,piviosic corresponds to the MIC of the antibiotic;

MIC pyupination corresponds to the MIC of the antibiotic in
the presence of efflux inhibitor.

MIC ot
FICanIibioIic = combination
MICafone
Formula 2. Fractional inhibitory concentration (FIC)

determination. MIC ,mpinarion corresponds to the MIC
determined in the presence of the antibiotic and the inhibitor;
MICgione corresponds to the MIC of the antibiotic alone.

Evaluation of Efflux Activity by Real-time
Fluorometry

The assessment of efflux activity on a real-time basis was
performed using a semi-automated fluorometric method, as
previously described (Viveiros et al, 2010; Machado et al,
2012). The M. tuberculosis strains were grown in 10ml of
7H9/OADC with 0.05% Tween 80 at 37°C until they reach an
ODggp of 0.8. For the accumulation assays, the cultures were
centrifuged at 3500 rpm for 3 min, the supernatant discarded
and the pellet washed in PBS. The ODggp was adjusted to 0.8
with PBS. In order to determine the concentration of ethidium
bromide that establish the equilibrium between efflux and influx,
aliquots of 0.05ml of the bacterial suspension were added to
0.2ml microtubes containing 0.05ml different concentrations
of ethidium bromide that ranged from 0.625 to 3pg/ml
with and without 0.4% glucose. The assays were conducted
at 37°C in a Rotor-Gene 3000™ (Corbett Research, Sydney,
Australia), using the 530 nm band-pass and the 585 nm high-pass
filters as the excitation and detection wavelengths, respectively.
Fluorescence data was acquired every 60s for 60 min. The
selected concentration of ethidium bromide was further used
for the evaluation of the capacity of the Els to retain ethidium
bromide inside the cells. The Els verapamil, thioridazine and

chlorpromazine were tested at > MIC with and without 0.4%
glucose and ethidium bromide at the equilibrium concentration
determined for each strain and the assays performed like
described above. The inhibitory activity of the compounds was
determined by the calculation the relative final fluorescence
(RFF) value according to Formula 3 (Machado et al., 2011):

RFyeated — RFuntreated
RFunrreated

RFF =

Formula 3. Relative final fluorescence (RFF) determination.
RFtyeated corresponds to the relative fluorescence at the last time
point of EtBr accumulation curve (minute 60) in the presence
of an inhibitor; and the RF,,1reqreq cOrresponds to the relative
fluorescence at the last time point of the EtBr accumulation curve
of the untreated control tube. EtBr, ethidium bromide.

For the efflux assays, strains were exposed to conditions
that promote maximum accumulation of ethidium bromide, i.e.,
ethidium bromide equilibrium concentration for each strain, no
glucose, presence of the efflux inhibitor that caused maximum
accumulation (in all cases verapamil), and incubation at 25°C
for 1h (Viveiros et al.,, 2010). Before incubation, the cultures
were centrifuged at 3500 rpm for 3 min, resuspended in PBS,
centrifuged again and ODgpo adjusted to 0.4. The suspension
was incubated with ethidium bromide and verapamil under the
conditions described above. Aliquots of 0.05ml of cells were
transferred to 0.2 ml microtubes containing 0.05 ml of each efflux
inhibitor at %2 MIC without ethidium bromide. Control tubes
with only cells and cells with and without 0.4% glucose were
included. Fluorescence was measured in the Rotor-Gene™ 3000
and data was acquired every 30s for 30 min. Efflux activity was
quantified by comparing the fluorescence data obtained under
conditions that promote efflux (presence of glucose and absence
of efflux inhibitor) with the data from the control in which the
mycobacteria are under conditions of no efflux (presence of an
inhibitor and no energy source). Thus, the relative fluorescence
corresponds to the ratio of fluorescence that remains per unit of
time, relatively to the ethidium bromide-loaded cells.

RNA Isolation, RT-qPCR, and Quantification of
Efflux Pump mRNA Levels

Total RNA from M. tuberculosis cultures was extracted using
the RNeasy Mini kit (QIAGEN, GmbH, Hilden, Germany) as
previously described (Machado et al., 2012). The concentration
and quality of total RNA was measured using a NanoDrop
1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, USA).
The primers sequences used for the analysis of the efflux
genes mmpL7, mmr, Rvi258c, p55, Rv2469, efpA, and the
transcriptional regulator whiB7 are described in Table 2. The
RT-qPCR assay was performed in a Rotor-Gene™ 3000
thermocycler and followed the protocol recommended for use
with the QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (QIAGEN) with
the following amplification program: reverse transcription for
30 min at 50°C; initial activation step for 15min at 95°C; 35
cycles of denaturation at 94°C for 30s, annealing at 52°C for
30s and extension at 72°C for 30 s; a final extension step at
72°C for 5min; and an additional step at 50°C for 15 s followed
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TABLE 2 | Primers used in this study.

Gene Primer Sequence (5"-3") Amplification References
product (bp)

165_Fw CAA GEC TAA AAC TCA AAG GA 197

185_Rv GGEA CTT AAC CCA ACA TCT CA

mmplL7_Pw TAC CCAAGC TGG AMA CAA 214

mmplL7_Rv  CCG TCA GAA TAG AGG AAC CAG

p55_Rw AGT GGG AAA TAA GCC AGT AA 198

pa5_Rv TEETTG ATG TCG AGS TGT

efpA_Fw ATG GTA ATG CCT GAC ATC G 131

afpA_Rv CTACGGE GAA ACC AAC AAA G

mmr_Fw AAC CAG CCT GCT CAA AAG 227

mmr_Rv CAA CCA CCT TCA TCA CAG A

Avi12588c_Fw AGT TAT AGA TCG GCT GGA TG 268

Av1Z258c_Rv GTGCTG TTC CCG AAA TAC

Av2458_Fw CAT CTT CATGGTGTT CGT G 232 Viachado

Av2455_Rv CGGE TAG CAC ACA GAC AAT AG eta

whiB7_Fw TCGAGG TAG CCAAGACACT 102

whiB7_Rv TCG AAT ATC TCA CCA CCC CA

Fw, forward; Rv, reverse.

by melt analysis (50-99°C). The quantification of the relative
mRNA levels of the genes in the strains exposed and non-
exposed to subinhibitory concentrations of the antibiotics was
performed using the standard curve method (Bustin, 2000).
Standards consisted of known numbers of molecules prepared
from cDNA PCR products of the target genes. The PCR products
were purified by gel extraction (QlAquick Gel Extraction Kit,
QIAGEN), quantified by spectrophotometry and the molecular
weight determined. The number of molecules/jLl of the standards
was calculated according to the following Formula 4 (Yin et al,,
2001):

6.023 x 102* x C x ODsgp
MW

molecules/ il =

Formula 4. Quantification of mRNA copy number. In this
formula, C corresponds to 50 ng/j.l for DNA and MW, to the
molecular weight of the target gene.

To generate the standard curve, each RNA sample was
successively diluted in nuclease-free water, the Cs-values of each
dilution measured in triplicate, plotted against the logarithm
of their initial template copy numbers and the R? obtained to
evaluate the performance of the assay. The PCR amplification
efficiency was controlled by the slope of the standard curve. To
compensate variations in the input RNA and efficiency of the
reverse transcription step, the results were normalized against the
M, tuberculosis 165 rDNA reference gene. Data is presented as the
n-told difference relative to the control (non-exposed condition
or, when necessary, the reference strain) plus standard deviation
(£SD).

Results

Evaluation of the Synergistic Effect between
Efflux Inhibitors and Antibiotics
The MICs of the antibiotics isoniazid, rifampicin, amikacin and
ofloxacin, the efflux substrate ethidium bromide, as well as the
MICs of the Els verapamil, thioridazine, and chlorpromazine,
for each of the strains enrolled in this study, are given in Table 3.
The FICs and MT obtained for each combination are listed in
Table 4. All the multidrug resistant strains (1 = 5) presented
high-level resistance to isoniazid (5/5) and high- (4/5) and
intermediate-level resistance to rifampicin (1/5). High-level
resistance to ofloxacin was observed in one multidrug resistant
strain, FURG-4. Resistance to amikacin (high-level) was detected
only in one multidrug resistant strain, FURG-5. A mutation
associated with the resistant phenotype was identified in all five
multidrug resistant strains (Table 1). The combination between
the antibiotics and the Els tested at % of its MIC consistently
produced non-determinable TFICs
interaction was always bellow the concentration range tested
(see Tables S1, §2). This data indicates that the effect of these
compounds at 2 of MIC, as commonly tested in the literature
and in previous works of our group (Viveiros et al., 2010), is due
to its antibacterial effect and not due exclusively to the inhibition
of efflux activity (Machado, 2014). As such, for a more accurate
and precise analysis of the effect of the Els on the MIC values of
the antibiotics and efflux substrate, the results were compared
at ¥ MIC of each efflux inhibitor, where all the FICs (for all the
strains) are inside the concentration range tested (Tables 3, 4).
As can be seen in Table4, the MIC values of isoniazid
were reduced (MF > 3) in 2/5 multidrug resistant strains
(FURG-1 and -2) by the three inhibitors, and in 1/5 only by
chlorpromazine (FURG-4). For this last strain, the FIC result
indicated a synergist effect. For strain FURG-5, none of the
inhibitors was able to reduce the high-level resistance to isoniazid
(MIC of 512 pg/ml). For H37Rw, the MIC for isoniazid was
reduced by all the inhibitors originating a FIC of 0.25 indicative
of synergism. Concerning rifampicin resistance, the MIC values
were reduced with verapamil in all rifampicin resistant strains
by tour-fold (2/5), eight-fold (1/5), 32-fold (1/5), and 64-fold
(1/5). Thioridazine was able to reduce the MIC of ritampicin in
2/5 strains and chlorpromazine in 1/5. Of note, strain FURG-
4, which displays intermediate level of resistance to rifampicin
and harbors a rare mutation on codon 516, was the strain for
which the resistance to rifampicin was reduced in the presence
of the three inhibitors to levels similar of that of the susceptible
H37Rv reference strain (Table 4). The MIC for rifampicin of the
susceptible H37Rv reference strain was reduced four-fold only by
verapamil. Resistance to amikacin was found in strain FURG-5 to
which the MIC was reduced four-fold with chlorpromazine. For
the amikacin susceptible strains the MIC values were reduced by
two- to four-fold depending on the strain. Resistance to ofloxacin
was reduced only in strain FURG-2 by four-fold with verapamil
and thioridazine. Concerning ethidium bromide, the MIC values
were reduced in all strains with verapamil by four- to 16-told,
and with thioridazine and chlorpromazine by four- to eight-fold
in 4/6 and 2/6 strains, respectively. The FICs determined for the
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TABLE 3 | Minimum inhibitory concentrations of the antibiotics, efflux inhibitors, and ethidium bromide for the M. tuberculosis strains.

Strain MIC (g/ml)
INH RIF AMK OFX VP TZ cPz EtBr
FURG-1 10 2048 2 1 512 15 15 8
FURG-2 10 1024 2 2 512 15 30 8
FURG-3 5 1024 1 1 512 15 15 4
FURG-4 5 16 2 16 512 15 30 4
FURG-5 512 1024 540 1 512 15 30 B8
H37Rv 0.1 0.5 2 2 512 15 15 <
INH, lsoniazia; RIF rifampicin; AMIK, amikacih; OFX, ofloxacin; VP verapami; TZ, thioridazing; CPZ, chlorpromazing; EtBr, ethidium bromide.
TABLE 4 | Synergistic activity of the efflux inhibitors in combination with antituberculosis drugs against the M. tuberculosis strains.
Antibiotics Els Strains
FURG-1 FURG-2 FURG-3 FURG-4 FURG-5 H37Rv
MIC FIC MF MIC FIC MF MIC FIC MF MIC FIC MF MIC FIC MF MIC FIC MF
(g/mi) (g/mi) (g/mi) (ng/mi) (ng/ml) (ng/ml)
INH No El 10 - - 10 - - 5 - - 5 - - 512 - - 0.1 - -
WP 4% 3 0.3 3 3 0.3 3 0.6 2 5 1 1 512 1 1 0.025 025 4
~TZ % 3 0.3 3 3 0.3 3 3 0.6 2 5 1 1 512 1 1 0.025 025 4
~CPZ % 3 0.3 3 3 0.3 3 3 0.6 2 125 025 4 512 1 1 0.025 025 4
RIF No El 2048 - - 1024 - 1024 - - 16 - - 1024 - - 0.5 -
VP 512 025 4 256 0.25 4 16 0.015 64 0.5 0.03 32 128 0.125 8 0.125 025 4
~TZ %4 2048 1 1 512 0.5 2 32 0.03 32 1 0.06 16 1024 1 1 0.25 0.5 2
+CPZ 4% 2048 1 1 512 Q.5 2 512 Q.5 2 0.5 0.03 32 1024 1 1 0.25 Q.5 2
OFX No El 1 - - 2 - - 1 - - 16 - - 1 - 2 - -
=P 14 0.5 0.6 P 0.5 0.25 4 0.5 0.5 2 16 1 1 0.5 0.6 2 1 0.6 2
~TZ % 1 1 1 0.5 0.25 4 0.5 0.5 2 16 1 1 0.5 0.6 2 1 0.6 2
+CFZ 4% Q.5 Q.5 2 1 Q.5 2 Q.5 Q.5 2 16 1 1 2.5 Q.5 2 1 Q.5 2
AMK No El 2 - - 2 - - 1 - - 2 - - 640 - - 2 - -
=P 0.5 025 4 0.5 025 4 0.25 0.25 4 0.5 0.25 4 640 1 1 0.5 0.125 4
~TZ % 1 0.5 2 0.5 025 4 0.25 0.25 4 0.5 0.25 4 640 1 1 1 0.5 2
~CFZ % 1 0.5 2 025 0125 4 Q.5 0.5 2 0.5 0.25 4 160 025 4 0.5 0.125 4
EtBr No El 8 - - 8 - - 4 - - 4 - - 8 - - 4 - -
VP % 0.125 8 0.5 0.06 16 0.25 0.0625 16 1 0.25 4 0.5 0.06 4 0.5 0.125 8
~TZ %4 2 025 4 2 025 4 0.5 0.125 B8 2 a5 2 1 0.125 8 2 0.5 2
~CFZ % 8 1 1 8 1 1 4 1 1 1 0.25 4 2 025 4 4 1 1

MIC, Minimum inhibitory concentration; FIC, fractional i ory conoantration;
r. athidium bromide; E,

individual synergistic interactions described above ranged from
0.25 (MF = 4) to 0.015 (MF = 64) (Table 4) and is illustrated
in Figure 1 for the four antibiotics and ethidium bromide plus
verapamil against M. tuberculosis FURG-4 as an example for the
remaining strains tested. Noteworthy, no antagonistic interaction
was observed in this study.

MF, moadulation factor; INH, isoniazid; RIF, rifampicing AMEK, amikacin; OFX, ofioxacin; VP verapami; TZ,
ibitar. Values in bold type Ihalcate synergistic interactions.

Assessment of Efflux Activity by Real-time
Fluorometry

After determining the synergistic effect between the inhibitors
and antibiotics, the inhibitors were evaluated for their ability
to inhibit efflux activity by the M. tuberculosis strains in study.
Real-time fluorometry was applied to study their behavior in the
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FIGURE 1| Synergic effect of the combination of amikacin,
rifampicin, isoniazid, ofloxacin and ethidium bromide, plus
verapamil. In the figurs is reprasented the isobolograms for the
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M. tuberculosis strain FURG-4 as an sxample. The dashed line represents
the hypothetical indifferent effect. The concave isobol observed represents

the synargic sffect.

presence of the broad efflux substrate ethidinm bromide with
and without glucose as the source of metabolic energy. First,
was determined the lowest concentration that causes minimal
accumulation of ethidium bromide, i.e., the concentration
for which there is an equilibrium between influx and efflux
of the substrate. The lowest concentration that resulted in
equilibrium between the influx and efflux of ethidium bromide
was 0.25pLg/ml for the reference strain H37Rw, 0.5 jLg/ml for
strains FURG-2 to FURG-5, and 1 pg/ml for strain FURG-1.
These results clearly indicate that the clinical drug resistant M,

fuberculosis strains can handle higher concentrations of ethidium
bromide than the reference strain, which is suggestive of the
presence of more active efflux systems in these strains. After
this, the Els under study were tested under the equilibrium
concentration of ethidium bromide identified for each strain.
In Figure 2A, we can observe the effect of the Els on the
accumulation of ethidium bromide by M. tuberculosis FURG-
5 in the presence of glucose, as an example. Due to the
large number of graphs describing the effects of verapamil,
thioridazine and chlorpromazine, with and without glucose, on

;
=
(9]
a
o)
&
&

[{%]

\
a
5
!
[ii]
@
5
o

[{=]
~

L
m
(8}
b3

T
%]
[i5]
[
[
C

61



9]
]
53]
]
[51]

n Els and antibictics

A 7 B
w 20 |
= g
S 5
>
[
g o g
N g
A o
| a
g » £
K]
g o
S £
=
o

20 30 40

]

15 20 25 30

Time (min)

—o— Cells + EBr 0.5 pgfenl + VP 3 MIC —se— Cells + EtBr 0.5 pg/ml = TZ % MIC + glucose
=t Cells + Et8r 0.5 pg/ml + OPE ¥ MIC + ghucase —&— Cells + EtBr 0.5 pg/mi + glucose

FIGURE 2 | Effect of the efflux inhibitors on the accumulation (A)
and efflux (B) of ethidium bromide at 0.5pg/ml by M.
tuberculosis FURG-5, as an example. Assays wers performed at

Time (min)
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37°C in the pressnce of glucose. Concentrations of verapamil (VP),
thioridazine (TZ), chlorpromazine (CPZ) are at % their MIC (Table 3).
EtBr. ethidium bromide.

TABLE 5 | Relative final fluorescence (RFF) based on accumulation of EtBr.

Strains RFF of the efflux inhibitors
Verapamil Thioridazine Chlorpromazine
— glucose + glucose — glucose + glucose — glucose + glucose

FURG-1 0.82 0.47 0.66 0.28 0.32 0.01
FURG-2 1.36 1.01 0.63 0.33 0.38 0.21
FURG-3 071 0.53 0.21 0.27 0.07 =0.04
FURG-4 1.58 1.22 076 0.45 0.64 0.46
FURG-5 1.62 1.48 1.37 1.54 1.06 1.01
H37Rv 1.57 2.27 Q.77 1.31 0.52 0.88

Accumulation of EtBr at 0.25 wg/'m! (H37Rv), 0.8 wg/mi (FURG-2 ta §), and 1 pg/m! (FURG-1), in the presence of glucose at 0.4%. The mast efficient inhibitors are in bold type.

the efflux activity of the other five M. tuberculosis strains studied,
the RFF indexes were calculated and the results presented in
tabular form (Table 5). The index of activity of the three Els
tested against the M, tuberculosis strains was calculated with
the aid of the Formula 3 (see Material and Methods). The RFF
index is a measure of how effective the compound is on the
inhibition of ethidium bromide efflux (at a given non-inhibitory
concentration) by comparison of the final fluorescence at the last
time point (60 min) of the treated cells with the cells treated only
with ethidium bromide. The inhibitor that presents the highest
ethidium bromide accumulation rate was verapamil, followed
by thioridazine and chlorpromarzine, as previously demonstrated
(Machado et al,, 2012; Rodrigues et al., 2012). The results showed
that all strains studied presented with efflux activity which can
be inhibited in the presence of the Els (Figure 2B as an example
of the results obtained with all strains tested). Efflux activity
was more pronounced in the clinical strain FURG-5 (Figure 2B);
strains FURG-1 to - 4 presented significant and similar EtBr
efflux activities but less than FURG-5, whilst H37Rv presented a
basal efflux activity, assessed by the semi-automated fluorometric
method (data not shown). Moreover, it was also noticed that the
accumulation of ethidium bromide by the M, fuberculosis strains
is not affected by the presence of glucose (Table 5), revealing
that the external energization of M. tuberculosis cells is not

determinant to guarantee an optimal active efflux, as previously
noticed (Machado et al,, 2012; Rodrigues et al.,, 2012). These
results provide further evidence that efflux activity is an intrinsic
characteristic of susceptible and drug resistant M, tuberculosis
strains and is directly involved in antibiotic resistance in the
M. tuberculosis clinical strains, irrespectively of the presence or
absence of mutations that confer antibiotic resistance.

Quantification of Efflux Pump mRNA by RT-qPCR
To further analyze the contribution of efflux pumps to antibiotic
msistance in these strains, six efflux pump genes, mmpl7,
mmr, p55, Rv1258c, Rv2459 and efpA, and the transcriptional
regulator whib?, were selected to examine changes in mRNA
transcriptional levels (Table 2). The quantification of efflux pump
mRNA level of the M. tuberculosis clinical isolates is shown in
Table 6. When comparing the mRNA levels of each efflux pump
gene for each isolate with that of the H37Rv reference strain,
no increase in the expression of these genes was detected in
these strains, with the exception of strain FURG-1. This strain
presents a two- to five-fold increase in mRNA levels for all genes
tested (Figure 3). To analyze if the presence of an antibiotic could
induce an increase in mRNA transcriptional levels, the strains
were exposed to ¥ of the respective MIC of the antibiotic to
which the strains was shown to be resistant and the transcription
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TABLE 6 | Relative quantification of efflux pump gene mRNA quantity in the M. tuberculosis strains exposed to antibiotics.

Strain Condition

Relative mRNA gene guantity (+SD) of:

mmr

Rv1258¢c P55

efpA

Non-exposed 1.0 1.0 1.0

FURG-1
+INH
+RIF

FURG-2
+INH
+RIF

FURG-3
+INH
~RIF

FURG-4
+INH
+RIF
+OFX

FURG-5
+INH
+RIF
+AMK

94.56 + 1.64
172.05 = 10.42

137.21 £ 0.00
249.20 £ 12,95

20.09 £ 1.05
90.18 £+ 15.08

24.65 £ 2.56
84.90 £ 5.14

10.41 £ 3.16 0.47=z0238
56.80 £ 2.95 16.59 + 4.19

2.35+0.16
13.08 £1.13

INH, lsoniazia; RIF, rifampicin; OFX, offoxacing AMK, amikacin. Data is presented as the n-fold difference relative to the contral fnon-exposed condition) plus standard deviation (=50

Val

Relative mRNA fold change
i

Rv2d59

rinpl T e Rvl258e P55 effjrd wihih?

Gene

mH3TRv mFLURG-1

FIGURE 3 | Quantification of the mRNA transcriptional levels (n-fold)
for the efflux pump genes in strain FURG=-1. Tha mRNA lzvels of the
genas mmpl7 , mmr, pa5, Avl 258c, Av2458, afpA and the transcriptional
regulator winb7 were comparsd with the H37Rv reference strain.

levels determined against the non-exposed counterpart. The
results are presented in Table 6. Increased mRNA levels were
found in strains FURG-2 for all seven genes upon exposure to
rifampicin, and six genes for isoniazid (Table 6). Strain FURG-4
demonstrates increased mRNA levels for all genes tested upon
exposure to ofloxacin. Strain FURG-5 shows only a marginal
increase in the expression of the ¢fpA gene. Concerning strains
FURG-1, FURG-3, FURG-4, and FURG-5 it was noticed a
general decrease in the transcript numbers of all efflux pump
genes after the exposure to isoniazid, rifampicin, or amikacin.

Discussion

Understanding the mechanism by which M, tuberculosis develops
resistance and how this can be reduced is essential to shorten
and improve tuberculosis treatment. Mutations in the genes
related with antibiotic resistance and efflux of drugs have been
shown to contribute to the development of drug resistance in
M, tuberculosis (Louw et al, 2011; Silva and Palomino, 2011;
Machado et al., 2012). In this work, we aimed first to determine
whether the combination of antituberculosis drugs and putative
Els act synergistically against a panel of drug resistant M,
tuberculosis strains, and second to study the contribution of efflux
systems to the overall drug resistance in these strains.

We applied a two-dimensional checkerboard procedure
combined with a TEMA to evaluate the interactions of first and
second line drugs and the efflux substrate ethidium bromide
with the Els verapamil, thioridazine, and chlorpromazine against
a panel MDR M. tuberculosis clinical strains. The results
showed a synergistic interaction between all antituberculosis
drugs and the Els although with different degrees of synergism
(Figure 1 as an example and Table 4). The interaction between
rifampicin, amikacin or ethidium bromide plus the inhibitors
was significant even at low concentrations of the inhibitors,
whereas, for isoniazid and ofloxacin the synergic interaction
was observed only at higher concentrations of the inhibitors.
Significant reduction of the MIC wvalues of ofloxacin was
achieved only in one susceptible strain and no reduction was
observed in the ofloxacin-resistant strain. This result indicates
that, although fluoroquinolones are considered to be common
substrates efflux pumps in other bacterial pathogens (Costa
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et al, 2011), efflux activity seems to have little contribution
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for ofloxacin resistance in multidrug resistant M. tuberculosis
strains, as previously shown (Machado, 2014). Resistance to
isoniazid was only moderately reduced, as these isoniazid
resistant strains harbor mutations within the katG gene (Table 1)
associated with high-level resistance (Bottger, 2011; Cambau
et al, 2015). Strain FURG-5 presents a rare mutation in the
katG gene, D735A (Wei et al,, 2003), and the highest level of
isoniazid resistance. Although rifampicin is not assumed to be
a common substrate of efflux pumps, it was possible to reduce
rifampicin MICs for all mutant strains by at least one of the
Els. Although we cannot assume reversal of resistance due to
the absence of breakpoints for this methodology, the rifampicin
MIC values for strain FURG-4 reached values similar to the
fully susceptible reference strain H37Rv, despite the presence
of a mutation. The mutation D516Y in rpoB gene has been
described by others as been associated with different levels of
susceptibility, from sensitive to high-level resistance (Williams
et al., 1998; Somoskovi et al, 2006; Cambau et al., 2015).
Resistance to amikacin was reduced by at least one of the
inhibitors in drug susceptible strains, Concerning the amikacin-
resistant strain, the resistance was reduced by four-fold with
chlorpromazine. Kigondu et al. (2014) have recently reported
that combinations between chlorpromazine and aminoglycosides
results in synergic activity against Mycobacterium smegmatis. In
this study, verapamil was the efflux inhibitor that demonstrated
stronger activity against these strains which are in accordance
with previous reports (Rodrigues et al,, 2009, 2011, 2012; Louw
et al., 2011; Machado et al,, 2012; Gupta et al., 2013). Moreover,
the results demonstrated that these Els are active against both
antibiotic-susceptible and -resistant strains indicating that the
effect of these compounds is not dependent of the mutational
profile of the strain. Additionally, it is likely these inhibitors have
a wide range of activity acting on several efflux systems instead of
been specific of a particular efflux pump.

In order to correlate the data obtained by the MICs
determination and efflux activity, we applied a semi-automated
fluorometric method using ethidium bromide as an indicator of
efflux activity. The accumulation of increasing concentrations
of ethidium bromide by the M. tuberculosis clinical strains,
when comparing with the pan-susceptible H37Rv strain, clearly
demonstrated that the clinical drug resistant strains, except
FURG-3, possess enhanced efflux activity which could be
inhibited in the presence of the Els verapamil, thioridazine and
only marginally by chlorpromazine (Table 5). We have recently
observed the same kind of results with multi- and extensively
drug resistant M, tuberculosis strains (Machado, 2014),

For the analysis of efflux pump gene expression, we first
compared the mRNA levels of the clinical strains with the
antibiotic susceptible reference strain, M. tuberculosis H37Rv. We
observed an increase in the mRNA levels of all efflux genes tested
in strain FURG-1 when compared with the reference strain.
Regarding the remaining strains no efflux pump gene was found
to be overexpressed using the H37Rv strain as a reference. As
such, the clinical strains were exposed to ¥ of the MIC of the
antibiotics and the corresponding mRNA levels were compared
with those of the same strain grown in a drug-free condition.
We noticed an increase in the mRNA levels of almost all genes in

strains FURG-2 exposed to isoniazid and rifampicin and FURG-4
exposed to ofloxacin. We also observed that the strains expressing
efflux pumps shown the expression of the whole panel of genes
tested and not a particular gene, as previously shown (Machado
et al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Machado, 2014). These results
showed that these clinical strains are prepared to expel toxic
compounds possibly as a consequence of the constant pressure
to which they were subjected in the clinical setting (Costa
et al,, 2011; Machado et al, 2012). We did not notice a straight
correlation between the efflux pump gene expression and the
reduction of the antibiotic resistance levels by the Els. Although
the effect demonstrated by the Els on the resistance levels of the
antibiotics combined with the results obtained with the real-time
fluorometry clearly supports the involvement of efflux pumps
in the overall resistance in these strains, it does not necessarily
indicate efflux pump over expression. All strains presented high-
level resistance to the antibiotics tested (Table 3) due to the
presence of a mutation conferring resistance (Table 1) coupled
with a component of efflux demonstrated by the reduction of
the resistance levels with the inhibitors (Table 4). The extent of
the later will depend on the resistance level conferred by the
mutation plus the different environmental pressures to which
the strain was exposed. It is expected that clinical strains do not
need to increase the amount of efflux pumps in the membrane
to survive when exposed to subinhibitory concentrations of the
antibiotics to which they are resistant. Additionally, we notice
that some genes were downregulated upon exposure to the
antibiotics (Table 6). At the present we do not know the reason,
although we can hypothesize that (i) gene downregulation occurs
due to an antibiotic killing effect, or (ii) the downregulation of
these efflux systems occurs at the expense of the overproduction
of other unknown efflux systems or (iii) gene downregulation
can be due to the presence of mutations in the genes encoding
the efflux pumps. Further experiments would be necessary to test
these hypotheses.

Tuberculosis continues to be a deadly disease worldwide and
new approaches for its treatment are necessary. The identification
of clinical isolates of M. fuberculosis that presented an efflux
component as part of their resistant phenotype has a major
impact in tuberculosis therapeutics as well in the development
of new drugs. With the increase of multi- and extensively
drug resistant strains, there are few alternatives available to
reat these patients. The data presented evidences a possible
therapeutic value for compounds that have the ability to inhibit
mycobacterial efflux pumps via the retention of co-administered
antimycobacterial drugs that are subject to efflux (Viveiros et al.,
2012). The rationale and procedures used in this study proved
to be useful to evaluate the presence of active efflux systems
in drug resistant M, tuberculosis strains. In our hands, they
afford quantitative and reproducible results and proved to be
an inexpensive, rapid, high-throughput assay to predict the
activity of Els against drug susceptible and resistant strains of M,
fuberculosis. In conclusion, this study strengths the notion that
intrinsic efflux activity also contributes to the overall resistance
in drug resistant clinical isolates of M, fuberculosis bearing the
most frequent mutations for resistance and that the inhibition
of this efflux activity by compounds such as thioridazine and
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verapamil can promote the clinical effect of the antibiotics that
are subject to efflux, highlighting the urgent need of animal
studies to guide the future progress of these compounds into
combinational clinical trials (Viveiros et al,, 2012; Gupta et al,,
2013; Dutta and Karakousis, 2014).
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Abstract

Antimicrobial resistance in Mycobacterium tuberculosis has become one of the major
limitations for the effective treatment of tuberculosis. Mutations in genes coding for target
regions of anti-TB drugs promote high levels of resistance, but additional mechanisms way
also contribute to bacterial survival at high anti-TB drug concentrations. In this study, we
evaluate the contribution of efflux to the overall drug resistance level of five resistant
clinical isolates (three MDR, one Pre-XDR and one OFX mono resistant), including the
susceptible M. tuberculosis Ha;Rv reference strain, using the BACTEC™ MGIT™ 960
system coupled with the Epicenter V5.53A module and the TB eXiST software. The
synergistic activity of efflux inhibitors on their resistance level towards the two major first
line (isoniazid plus rifampicin) and second line drugs (amikacin plus ofloxacin) was
analyzed. The results showed that the survival of these strains, bearing known high level
resistance conferring mutations, was severely affected when grown in presence of sub-
inhibitory concentrations of INH, RIF and OFX plus efflux-pump inhibitors verapamil
(VP), thioridazine (TZ) and/or chlorpromazine (CPZ). Conversely, it was not observed
influence of the EPIs in the resistance level to AMK in the Pre-XDR and Has;Rv strains,
most probably because AMK is not recognized as substrate of efflux in M. tuberculosis.
The results suggest that despite mutations in katG, rpoB and gyrA correlated to a high-
level resistance, the efflux act synergistically with the genetic resistance to reduce the
biological cost of bacteria when grown at high drug concentrations, evidenced by the

increase in time to detection of bacterial growth after inhibition of efflux.

Keywords: Tuberculosis, inhibitors, growth, time to detection
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1. Introduction

Tuberculosis (TB) remains associated with high rates of morbi-mortality. In 2013 an
estimate of 9.0 million individuals developed this disease and 1.5 million died [1]. Among
all TB cases notified, there were an estimate of 480 000 of MDR-TB cases with 210 000
associated deaths [1].

The adequate adherence to anti-TB drug therapy is difficult and as consequence
resistant mutants are selected by monotherapy or inadequate treatment [2,3]. The
occurrence of spontaneous mutations in target genes of anti-TB drugs or in the pro-drug
activators has been considered the main cause of resistance to anti-TB drugs [4]. However,
the contribution of efflux pumps that reduce the intracellular drug concentration to
sublethal levels and prevent the drug to reach the cellular target, might be involved in the
development and stabilization of resistant phenotypes [5,6].

Resistance to INH results from mutations in the katG gene (codes for the catalase-
peroxidase enzyme, the activator of INH) which reduce or eliminates its activity and
prevent activation of the INH and therefore no or reduced levels of activated drug reaches
the final target, the 2-trans-enoyl-acyl carrier protein reductase protein (inhA) [7]. In
clinical isolates the mutation most commonly found in katG gene is S315T [8,9].
Rifampicin, another highly effective first-line antimycobacterial drug, acts by binding to
the p-subunit of bacterial RNA polymerase, disrupting mRNA synthesis [10]. The main
molecular basis for RIF resistance in clinical isolates are mutations in the rpoB gene,
mostly within a defined region of 81 bp (hot-spot) [11-13]. In general, mutations in both
katG and in rpoB are associated with high levels of resistance [14]. Second line antibiotics
such as OFX and AMK are used to treat MDR-TB. Resistance to OFX involves mutations
in mycobacterial gyrase A [15] while mutations in position 1400 and 1401 of the rrs gene
are the most common mutations found in amikacin-resistant strains [12,16-18].

Besides the acquisition of drug resistance by mutation in genes coding for drug targets,
M. tuberculosis also presents intrinsic drug resistance, mainly attributed to the unusual
structure of its mycolic acid-containing cell wall combined with effective efflux
mechanisms [19-21]. Several efflux inhibitors pump (EPI) compounds have been used to
detect the existence of the efflux activity in resistant clinical isolates as well as potential
adjuvants of anti-TB therapeutic drug combinations [21].

To evaluate the effect on the drug resistance level of M. tuberculosis in presence or

absence of an EPI methods are needed with high accuracy and reproducibility. In order to
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detect and quantify more precisely the role of the efflux-pump activity in MDR and XDR
clinical strains the quantitative drug susceptibility determination assay developed by
Bottger et al is an excellent methodology for such purpose [14]. Taking advantage of the
semi-automated BACTEC™ MGIT™ 960 system, its compatibility with computerized
expert systems for interpretation such as the Epicenter V5.53A module [22] and the
development of a specialized software such as the TB eXiST (extended individual
susceptibility testing) software, an automated method was developed to monitor and report
bacterial growth/survival in presence and absence of anti-TB compounds. The results are
obtained in real time and growth is recorded in parallel in control tubes and in drug-
containing tubes. The comparison of the time to detection (TTD) parameter in presence
and absence of compounds gives a very accurate and precise measure of the growth
inhibition promoted by different combinations of drugs [23-25].

In the present study we have evaluated the contribution of the efflux mechanisms to the
overall resistance to INH, RIF, OFX and AMK in the fully susceptible M. tuberculosis
reference strain H37Rv and in five resistant clinical isolates. We analyzed the relationship
between TTD of growth of the strains in presence and absence of EPIs plus anti-TB drugs
in the BACTEC™ MGIT™ 960 system. The synergistic effects detected were later
confirmed by an automated quantitative drug susceptibility testing procedure in presence
and absence of anti-TB drugs plus EPIs at the optimal synergistic concentrations

previously determined.

2. Methodology

2.1. Strains

A total of five drug resistant strains M. tuberculosis were selected from the culture
collection of Mycobacteria Laboratory of Interdisciplinary Area of Biomedical Sciences,
Nucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica (NUPEMM), Faculty of Medicine,
Universidade Federal do Rio Grande, Brazil and Fundacdo Estadual de Producéo e
Pesquisa em Saude - Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico, previously
characterized by the proportion method on LoOwenstein-Jensen and whose DNA was
sequenced in genes involved in resistance to INH (katG), RIF (rpoB), AMK (rrs) and OFX
(gyrA) [26]. These strains are characterized as follows: four MDR strains (three resistant to
INH and RIF with mutations in katG S315T and rpoB S531L, respectively - named
MDR1, MDR2 and MDR3; one resistant to INH, RIF and AMK with mutations in katG
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D735A, rpoB S531L and rrs A>G 1401, respectively, named Pre-XDR) and one strain
mono resistant to OFX with mutation in gyrA D94N, named OFXr. M. tuberculosis Hz7Rv

(ATCC27294) wild-type reference strain was used as control.

2.2. Antibiotics and inhibitors

INH, RIF, OFX, AMK, verapamil (\VP), thioridazine (TZ) and chlorpromazine (CPZ)
were acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Verapamil, CPZ, TZ, INH, and
AMK were dissolved in sterile distilled water, RIF was dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO) and OFX in hydroxide chloride (HCI) 1% in water. Stock solutions were prepared
at 10 mg/mL and stored at -20 °C. The work solutions were prepared at the day of the

experiments.

2.3. Determination minimum inhibitory concentrations (MIC) of the drugs and inhibitors in
BACTEC™ MGIT™ 960 system

The MIC determination of the drugs and inhibitors against the strains was determined
by BACTEC™ MGIT™ 960 system and the Epicenter VV5.53A equipped with the TB
eXiST (Extended Individual Susceptibility Testing) module (Becton Dickinson Diagnostic
Systems, Sparks, MD, USA) [27]. The MIC was carried out as described by Cambau and
collegues [25] (Table 1).

Table 1: Antibiotic concentrations (ug/mL) used for DST in BACTEC MGIT.

M. tuberculosis strains

Drugs

HaRv MDR1 MDR2 MDR3 Pre-XDR OFXr

INH 0.1,0.05,0.025 3,1,01 3,1,01 3,1,01 3,101 0.1,0.05,0.025
RIF 1,05,0.25,0.125 320, 160, 80 320, 160, 80 320, 160, 80 320, 160, 80 1,0.5,0.25,0.125
OFX 1,0.5,0.25 1,05,0.25 1,0.5,0.25 1,0.5,0.25 1,0.5,0.25 16, 10, 2,1
AMK  1,05,0.25,0.125 1,05,0.25,0.125 1,05,0.25,0.125  1,05,0.25,0.125 320, 160, 80 1,0.5,0.25,0.125

24
25
26
27
28

The MGIT tubes were inoculated with 0.8 mL of OADC supplement, 0.1 mL of each
antibiotic or inhibitor at the appropriated concentrations and 0.5 mL of the culture (150
growth units-GU). A drug-free growth control tube with 0.5 mL of the same bacterial

suspension at GU=150 served as absolute control. For the preparation of the second control
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that determined the susceptibility or resistance, the culture with GU=150 was diluted 1:100
- proportional control (PC) - with a sterile saline solution and 0.5 ml transferred into new
MGIT tubes supplemented with OADC. The tubes were inserted in the BACTEC 960
system and the growth monitored with the TB eXiST software to interpretation of data.
The MIC was considered the concentration, which the TTD of the containing drug tube
was superior to TTD of the PC tube — meaning that an elimination of 99% of the bacterial
population was reached during the test in presence of the respective drug (or combination

of drugs) concentration (s) [28].

2.4. Synergistic assays and susceptibility testing in the presence and absence of EPIs with
the BACTEC™ MGIT™ 960 system

For synergistic activity evaluation between antibiotics and EPIs, the antibiotics were
tested at sub inhibitory concentrations in combination with the inhibitors at %2 of their MIC,
determined for each strain under study (Table 2). These concentrations were selected in
order to avoid compromising the cellular viability, a condition which prevents the
antimicrobial activity inhibitor and act only in the efflux system [29,30]. The procedure is
the same performed to determine the MIC including the absolute and proportional controls
in every assay. In tubes with EPI+anti-TB drug combination 0.1mL drug and 0.1mL
inhibitor was added. The effect of the inhibitor on the susceptibility towards the anti-TB
drug was evaluated by comparing the TTD of the tubes: anti-TB drug plus inhibitor against
the TTD of the tubes only with drug, both with the TTD of the PC tube. Thus, when
growth was observed in the tube containing anti-TB drug or anti-TB drug plus inhibitor
after the growth of the 1:100 dilutes proportional control this means that more than 99% of
the bacterial population was eliminated, i.e. the strain was considered susceptible to that
concentration of anti-TB drug [28].

3. Results

The strains were submitted to quantitative testing for confirmation of resistance. The
MICs of the drugs and EPIs are showed in Table 2. It is observed high level of resistance
in the all resistant strains, considering the following cut-off: INH 0,1pg/mL; RIF >1
pg/mL; OFX >2 pg/mL; KAN > 1 pg/mL [25].

73



OO NOOTULES WN -

I
W N R O

N N N NN B R R R R R
A W N B O O 0O N O U >

25
26
27
28

Table 2: MICs values obtained by BACTEC MGIT system in M. tuberculosis resistants
clinical isolates and reference strain Hs7Rv.

BACTEC MGIT (MIC pg/mL)

Stein - — i RIF AMK _OFX _TZ CPZ VP
HwRv 005 025 025 1 15 30 256
MDRI >3 32 05 05 15 15 256
MDR2 >3  >320 05 1 15 15 256
MDR3 >3 160 025 1 15 15 128
Pre-XDR >3 80 320 05 30 30 128
OFXr 0025 <0125 <0125 16 15 30 128

In order to detect the contribution of efflux on the resistance of the M. tuberculosis to

drugs used in treatment of TB, sub inhibitory concentrations of the drugs alone (Table 3)

and in the presence of EPI (at %2 MIC) was used to assess the synergism of the EPI and its

effect on increasing susceptibility of the strains (Table 4). The TTD of the tubes with drugs

and EPIs was compared with the TTD of the PC tube for each strain and interpreted as

described in the material and methods section. The Figure 1 shows an example of a growth

curves analysis of the MDRL strain in presence of the subinhibitory concentrations of the

anti-Tb drugs and anti-TB drugs plus EPIs.

Table 3: Antibiotic sub inhibitory concentrations used to evaluate EPIs synergism.

M. tuberculosis strains

o Hs7Rv MDR1 MDR2 MDR3 Pre-XDR  OFXr
INH 0.025 3 3 3 3 na
RIF 0.125 160 320 40 40 na
OFX 0.5 na na na na 10

AMK 0.125 na na na 160 na

Na = not applied
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Figure 1: lllustration of the criteria used for interpretation of results of susceptibility in the presence of EPIs
using MGIT 960 instrumentation equipped with the EpiCenter TBeXiST software. This example is illustrated
with strain MDR1. Absolute growth control is dashed. The second control and drug concentrations are
represented by colours: Blue = proportional control 1:100; brown = RIF160 pug/mL + CPZ 7,5 ug/mL; pink =
RIF160 pg/mL + TZ 7,5 pg/mL; green = RIF160 pg/mL; light blue = VP 128 pg/mL; orange = TZ 7,5
pg/mL; yellow = CPZ 7,5 pg/mL and red = RIF160 pg/mL + VP128 pug/mL. The MDR1 strain was resistant
in CPZ, TZ, VP and RIF; susceptible in RIF+TZ and RIF+CPZ because inhibit the growth of more than 99%
of the population of this strain and RIF+VP demonstrated by absence of bacterial growth at the end of 42

days of incubation (TTD>42 days).

According to Table 4, we observed that the three EPIs in association with
subinhibitory concentrations of RIF (160ug/mL for MDR1, 320pg/mL for MDR2 and
40ug/mL for MDR3) inhibited the growth of more than 99% of the population and restored
the susceptibility of these concentrations in these MDR strains. The same happened with
INH in MDR3 and Pre-XDR. However, in the MDR1 strain the combination among INH
plus VP or TZ restored the activity of this drug to a level of 3ug/mL. Furthermore, the
combination VP+RIF and INH+CPZ in the MDR1 and Pre-XDR, respectively, revealed a
bactericidal activity of these combinations of drugs, demonstrated by absence of bacterial
growth at the end of 42 days of incubation (TTD>42 days). In the case of MDR?2 strain, the
reestablishment of INH activity was observed only in presence of VP. The control strain
Hs7Rv also became more susceptible to concentrations below its normal MIC for INH,
RIF, and OFX at least one EPI. In OFXr strain, despite the recorded increase in time to
growth in the presence of EPIs, especially CPZ, susceptibility to the OFX subinhibitory

concentration tested was not reached.
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1 Table 4: Susceptibility profile of the strains in presence of drug plus inhibitor.
Strain Hs;Rv Strain MDR1 Strain MDR2 Strain MDR3 Strain Pre-XDR Strain OFXr
Drugs+EPlS — 5 —RESULT TTD RESULT TTD RESULT TTD RESULT TTD RESULT TTD RESULT
INH 5,23 R 78 R 4,23 R 78 R 6,11 R NA NA
INH+VP 39.2 S 12.3 S 115 S 10.8 S 16.2 S NA NA
INH+TZ 17.8 S 11.23 S 7.1 R 13.7 S 19 S NA NA
INH+CPZ 15.9 S 10.3 R 6.6 R 9.12 S NEG S NA NA
RIF 6,12 R 9,6 R 8,5 R 57 R 10,3 R NA NA
RIF+VP 34 S NEG S NEG S 22 S 26 S NA NA
RIF+TZ 7.21 R 17.9 S 25 S 8 S 12.2 R NA NA
RIF+CPZ 7.17 R 31.9 S 32 S 9.9 S 50 S NA NA
OFX 4,15 R NA NA NA NA NA NA NA NA 6,5 R
OFX+VP 13.21 S NA NA NA NA NA NA NA NA 6,2 R
OFX+TZ 6.1 R NA NA NA NA NA NA NA NA 7,7 R
OFX+CPZ 511 R NA NA NA NA NA NA NA NA 8,8 R
AMK 4 R NA NA NA NA NA NA 5,18 R NA NA
AMK+VP 5.12 R NA NA NA NA NA NA 4.18 R NA NA
AMK+TZ 412 R NA NA NA NA NA NA 51 R NA NA
AMK+CPZ 8.19 R NA NA NA NA NA NA 411 R NA NA
% The interpretation between susceptible (S) or resistant (R) was compared with the respective TTD of proportional control 1:100 of each
test.
4 NEG= negative, was considered when there was not growth.
5 NA = Not applied
6
7
8 4. Discussion
9
10 Since the description of the first efflux pump in the genus Mycobacterium, several
11  putative genes encoding efflux pump have been identified and characterized [5, 20,31- 35].
12 The involvement of efflux pump in the transport of different drugs, including
13 fluoroquinolones, aminoglycosides, tetracycline, RIF, ethambutol and INH have been
14  reported [29,36,37]. This phenomenon has been generally associated with low-level of
15  resistance, however overexpression of genes that code pump efflux also contribute to the
16  development of high levels of resistance [36,38-40]. In the present study, we have
17  determined the effect on resistance vs susceptibility in vitro of different resistant M.
18  tuberculosis clinical strains (MDR, Pre-XDR and OFXr) to drugs used in TB therapy in
19  presence of the efflux inhibitors VP, TZ or CPZ. We used the BACTEC MGIT 960 system
20 equipped with the TB eXiST software to evaluate the interaction between the
21  antituberculosis drugs and the EPIs. The interpretation of the results was established by the
22 analyzes of the TTD of bacterial growth, i.e. comparing the growth kinetics of the strains
23 in the presence and absence of EPIs. Furthermore, in order to determined if the strains
24 remained resistant or became sensitive in combinations between drugs and EPIs, both at
25  subinibitory concentrations, the profile of susceptibility or resistance in this assay was
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obtained by comparison of the TTD of growth of the proportional control (1:100) with the
respective TTD in presence of the combinations. Thus, the susceptibility phenotype was
interpreted when the TTD of the interactions was greater than TTD of the PC. This
indicates that more 99% of the bacterial population was eliminated in the presence of drug
plus EPI [25].

As shown in Table 4, in the resistant strains studied it was observed that efflux pump
contributes to the overall establishment of the high-level resistance to INH, RIF and OFX.
This was demonstrated by the increased TTD in all strains evaluated when exposed at
drugs subinhibitory concentrations of anti-TB drugs in presence of EPIs, except in the
combination with KAN in Pre-XDR strain. In the case of MDR strains, in general, the TTD
in the presence of drug plus an EPI was significantly higher than the TTD without
inhibitor, in other words, when the efflux is active the strain can grow fast. In the case of
strain MDR2, despite the higher TTD with INH + TZ / CPZ (7.1 days and 6.6 days,
respectively) compared to the control (only with anti-TB drug, 4.23 days), the resistance
was maintained at a subinibitory level in relation to the proportional control. Due to the
genetic background of this strain, such inhibitors may not recognize and completely inhibit
the efflux-pumps that export INH. The Pre-XDR strain carries a rare mutation in katG
gene, identified at 735 codon, which was demonstrated reduces by 73% the ability to
activate INH [41]. However, despite the reduced inhibition noticed efflux also contributed
for the resistance level observed in this strain. No influence of the EPIs was observed
related to resistance to AMK in Pre-XDR and Hs;Rv strains. It was reported that only one
pump MFS family (Rv1877) of M. tuberculosis was identified in the AMK transport,
indicating that this drug could not be a common substrate of efflux pumps [42].
Concerning the OFXr strain, when compared with the increase of the TDD in presence of
INH or RIF with at least one EPI in MDR and Pre-XDR strains, the efflux seems to have
little or no contribution towards OFX resistance, as previously evidenced by us (data not
published) and shown by Machado et al 2014 [43]. Furthermore, because the absence of
mutation in katG, rpoB and gyrA in Hs;Rv strain, the efflux system appears to be an
intrinsic resistance mechanism.

The results obtained by studing the growth kinetics clearly showed a synergistic
interaction among drugs plus EPIs. Therefore, we conclude that the efflux play an essential
role in aiding the survival of strains when in presence of high concentrations of anti-TB
drugs. The use of efflux inhibitors can restore the activity in a particular concentration (in

this case, the sub inhibitory concentrations used). These findings confirm previous studies
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in which EPIs possess the capacity to enhance or restor the susceptibility to anti-TB drugs
[45-47]. In addition, our study allowed us to investigate, for first time, the decrease of
resistance of the DR strains exposed to combinations of anti-TB drugs and EPIs by TTD
assay in BACTEC MGIT 960, a very useful, accurate, reproducible and easy to perform
procedures, avoinding the risks of CFU counting of MDR and XDRTB strains.
Noteworthy, is the total absence of growth observed by combination between RIF plus VP
(MDR1 and MDR2) and INH plus CPZ (Pre-XDR) (Table 4).

In order to observe the synergy between drug plus EPI by the time necessary for the
detection of growth we also corelated the difference between TTD obtained for each
interaction with the biological cost of the bacteria when the efflux was inhibited. For this,
we followed the concept that strains that are metabolically more active replicate more
rapidly [47]. A similar phenomena also observed in this study when we observe the time
needed for bacterial growth being detected (TTD). Mutations in rpoB commonly carries
the lowest biological cost, due to association with the acquisition of compensatory
mutations in genes encoding RNA polymerase (rpoA, rpoB, and rpoC), which restores the
wild type enzymatic activity [48-50]. The mutation in katG S315T has been reported not to
affect in vivo growth in an experimental animal model and INH-resistant M. tuberculosis
strains can grow as well as or better than susceptible strain, probably due to compensatory
mutations [47,51]. Our results allow us to infer that eventually the low cost of biological
mutations in katG and rpoB, as reported in the literature, can also be related with efflux
mechanisms, particularly in presence of high concentrations of drugs. We can also observe
that increasing drug intracellular concentration due to inhibition of efflux cause an high
cost for bacteria to survive in the environment, because the growth slows down as
observed in the interactions between INH and RIF plus EPIs, being less evident between
OFX plus EPIs.

Although the efficient activity of these EPIs evidenced here and other studies, the
precise mechanism of their inhibitory action on the transporter proteins remains to clarify
[6,52-54]. The coadministration of efflux inhibitors has been proposed as an alternative to
enhance the drug activity, even in resistant strains [36,54,55]. Studies in vitro and in vivo
have shown the reestablishment of the antimicrobial effect of drugs in presence of EPIs
[46,56-58]. Recently, Gupta et.al 2013 [58] showed in vivo that VP in combination with
standard TB chemotherapy restored drugs activity and potentially shorten the duration of
treatment, demonstrating the importance of these molecules and validity of the proposed

model.
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A limitation of our study is a small number of strains examined. Thus, the results must
be interpreted with caution and should not be generalized. However, we can also infer that
even though the identified mutations in genes generally involved in resistance to INH, RIF
and OFX observed in this study, the efflux mechanism acts as an additional mechanism
which favor survival, when the bacteria is exposed to high concentrations of the antiTB
drug, probably reducing their biological cost, as evidenced by the faster growth in the
absence of pump inhibitors. This finding is consistent with studies that also reported that in
drug resistant clinical strains (including MDR) there was the coexistence of genetic
mutations and efflux pumps [39,40,59]. Interestingly, Louw et.al. 2011 [56] identified that
the use of VP in combination with RIF restored the susceptibility of this drug, independent
of the mutation in rpoB gene.

The global impact of TB is related to the emergence of M. tuberculosis strains
increasingly resistant to first-line and second-line drugs. This implies reducing antibiotic
alternatives available to effectively treat the patient [60]. In conclusion, our results showed
that when efflux of INH and RIF was inhibited with least one EPI (MDR1, MDR2, MDR3
and Pre-XDR), strains grew more slowly when compared with the control without
inhibitor. We speculate that, when the resistant strain grows in high concentrations of an
anti-TB drug the efflux markedly reduces its intracellular concentration and accelerates
growth. These results include the fully sensitive strain H37Rv used as reference.
Furthermore, the reduction by inhibition of the efflux generate a high biological cost for
bacteria that grow under stress conditions, such as the presence of anti-TB drugs,
evidenced by the increased TTD when in combination of anti-TB drugs plus EPI. The data
presented evidences that despite the high level of resistance in these strains (see Table 2),
with mutations well known and established, the presence of the sub inhibitory
concentrations of drugs, such as occurs in individuals who do not fully adhere to treatment,
can induce the activity of efflux systems an ensure bacterial survival, therefore promoting
the emergence of MDRTB. Thus, the strains with evident signs of active efflux may have a
lower biological cost, and this increases the possibility of enhancement/selection/survival
of the population of resistant bacteria.

The results obtained in this study showed that efflux plays an important role in
reducing a putative biological cost, evidenced by better performance growth in the absence
of inhibitors in high drugs concentrations. Moreover, the susceptibility phenotype obtained
in some interactions (Table 4) reinforce the conclusion that efflux contributes to the overall
resistance to drugs. Thus, due the activity evidenced by VP, TZ and CPZ, these efflux
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inhibitors can have a significant role in the improvement treatment of anti-TB therapy and
in the prevention of MDR-TB.
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5. DISCUSSAO GERAL

Mycobacterium tuberculosis apresenta um dos maiores nimeros de bombas de efluxo
em comparagdo ao tamanho do seu genoma. Andlises de bioinformatica tém estabelecido
relacbes entre efluxo de farmacos com resisténcia intrinseca ou adquirida em M.
tuberculosis (SILVA et al., 2011). As bombas de efluxo destacam-se em termos de sua alta
eficiéncia na extrusdo de farmacos e na inespecificidade dos substratos transportados (SUN
et al., 2014). Tem sido relatado que quando estas bombas de efluxo sdo sobrexpressas, a
resisténcia aos antibioticos pode ocorrer e comprometer o tratamento de uma doenca
(DARTOIS & BARRY, 2010; GIAMARELLOU & POULAKOU, 2009).

Pelo fato das bombas de efluxo desempenharem um importante papel na mediacdo da
resisténcia, a inibicdo da atividade do efluxo torna-se uma abordagem promissora para
combater a resisténcia bacteriana. Os inibidores de efluxo podem ser utilizados para
aumentar a concentracdo do antibidtico no interior da célula, a fim de restaurar ou
aumentar a atividade antimicrobiana; reduzir a acumulacdo de outros mecanismos de
resisténcia e; para fins de diagnostico, avaliar a presenca e a contribuicdo de um
mecanismo de efluxo em um agente patogénico (BHARDWAJ & MOHANTY, 2012).

Neste estudo, analisamos a contribuicdo geral do sistema de efluxo na resisténcia aos
principais farmacos utilizados para o tratamento da TB (INH, RIF, OFX e AMK) em seis
isolados clinicos de M. tuberculosis MDR, os quais dois isolados foram definidos como
Pré-XDR, e um monorresistente a OFX. Foram utilizadas diferentes metodologias a fim de
detectar de forma direta e indireta o envolvimento do efluxo em cepas resistentes com
distintos perfis genotipicos.

Primeiramente (Capitulo 1), foram realizadas combinacfes entre os classicos EPIs
(VP, TZ e CPZ) com os antibidticos e o BrEt, a fim de verificar a atividade sinérgica das
interacdes e o efeito modulador dos inibidores. As combinagdes foram realizadas pelo
ensaio TEMA (tetrazolium microplate-based assay) através da técnica de checkerboard.
Nossos resultados demonstraram que, de maneira geral, os inibidores influenciaram na
reducdo das CMIs dos antibidticos em todas as cepas resistentes estudadas. Porém, ndo foi
observado reducdo da CMI da OFX na cepa resistente a esta quinolona (FURG 4). A
influéncia dos inibidores s6 foi detectada com VP e TZ na cepa sensivel a OFX (FURG 2),
com um FIC de 0,25. Isto sugere que a atividade do efluxo frente a cepa resistente a OFX

estudada parece ndo contribuir para o fenotipo de resisténcia, como mostrado
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anteriormente (MACHADO et al., 2014), porém, na cepa sensivel, o efluxo pode ser o
antecessor para o desenvolvimento de mutagdes que podera estabelecer uma resisténcia.

Apesar da INH ser um substrato comum de bombas de efluxo, os cléassicos EPIs
utilizados ndo aumentaram a atividade da INH nas cepas analisadas neste estudo. O
sinergismo foi observado apenas na interacdo com CPZ na cepa Pre-XDR com resisténcia
adicional a OFX (FURG 4), com uma reducdo de 4 vezes na CMI da INH. Isso indica que
a atividade dos inibidores depende das caracteristicas genéticas e fisiologicas de cada cepa.
Cabe ressaltar que todas as cepas resistentes apresentavam mutaces no gene katG que
determinam os altos niveis de resisténcia observados (BOTTGER, 2011; CAMBAU et al.,
2014). Uma rara mutacdo no gene katG, no cédon D735A, foi detectada na cepa Pré-XDR
com resisténcia adicional a AMK (FURG 5), a qual apresentou o mais alto nivel de
resisténcia (CMI 512ug/mL) quando comparada com as outras cepas resistentes a INH.
Este alto nivel pode ser explicado pelos resultados obtidos por Wei e colaboradores em
2003, o qual esta mutacdo impede uma alta eficiéncia da atividade catalase-peroxidase em
M. tuberculosis.

No caso da RIF, mutacdes no gene rpoB que codifica a subunidade B da RNA
polimerase estdo envolvidas na resisténcia. Isto resulta em uma mudanca conformacional
que determina uma baixa afinidade com o antibiético e, consequentemente, o
desenvolvimento da resisténcia (SILVA & PALOMINO, 2011). Apesar das mutacdes, foi
observada uma reducdo de 4 a 64 vezes na CMI da RIF com pelo menos um dos EPIs em
todas as cepas analisadas. No entanto, na cepa FURG 4, os inibidores VP e TZ
reestabeleceram a concentracdo determinada na cepa padrdo sensivel H37Rv de 0,5
pg/mL, porém ndo é possivel inferir que houve uma reversdo da resisténcia a este
antibidtico, devido a auséncia de um padrdo definido de concentracBes para determinar a
sensibilidade nesta metodologia. Estes resultados sugerem que o mecanismo de efluxo
pode estar atuando em sinergia com a mutacdo para determinar o alto nivel de resisténcia
nestas cepas. Por outro lado, a mutacdo encontrada no gene rpoB na cepa FURG 4 é no
cddon D516Y, a qual esta envolvida com diferentes niveis de sensibilidade, desde sensivel
a resistente (WILLIAMS et al., 1998; SOMOSKOVI et al., 2006; CAMBAU et al., 2014).

Quando analisada a presenca dos inibidores na CMI da AMK, foi observado sinergia
(FIC = 0,25) entre AMK e CPZ na cepa resistente a este antibiotico (FURG 5), com
reducdo de 4 vezes na CMI, porém o alto nivel de resisténcia foi mantido. Além disso, 0s
inibidores apresentaram um consideravel efeito modulador frente as cepas sensiveis a

AMK. Kigondu e colaboradores em 2014 estudaram a combina¢do de CPZ com farmacos
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anti-TB, e, similar ao nosso estudo, foi também registrado efeito sinérgico para as
combinacbes de CPZ com canamicina (um aminoglicosideo similar a AMK) frente ao M.
smegmatis.

Diante dos resultados obtidos foi possivel observar que os inibidores atuam como
moduladores, aumentando a sensibilidade de cepas resistentes de M. tuberculosis aos
farmacos atualmente administradas no tratamento da TB, cujo inibidor mais eficiente foi o
VP, sequido de TZ e CPZ. Além disso, os baixos valores de FIC dos antibidticos (< 0,25)
indicou que a presenca dos EPIs foram importantes para aumentar a atividade dos
farmacos. Estes dados reforcam as pesquisas de que VP, TZ e CPZ sdo candidatos
potenciais para estudos de combina¢do com farmacos anti-TB, e que compostos similares a
estes poderiam ser adjuvantes na terapéutica anti-TB. Um dado interessante € que
independente do perfil de suscetibilidade e de mutacbes que conferem resisténcia
antimicrobiana, os EPIs modularam a atividade dos farmacos utilizados neste estudo tanto
para as cepas sensiveis quanto para as resistentes demonstrando ainda a variabilidade dos
EPIs.

Além da atividade inibitoria do efluxo, muitos EPIs tem sido utilizado em humanos
para o tratamento de algumas patologias, como na terapia anti psicotica, anti hipertensiva e
anti arritmias (MCTAVISH & SORKIN, 1989; LOPEZ-MUNOZ et al., 2005;
ANDERSEN et al., 2006), porém nenhum destes compostos sdo utilizados na prética
clinica como inibidores de bombas de efluxo no tratamento da TB. Além disso, o
mecanismo de acdo destes EPIs ndo esta completamente esclarecido. Alguns estudos
indicam que as fenotiazinas inibem o transporte de calcio na células (AMARAL et al.,
2007; DUTTA et al., 2010), enquanto VP inhibe as bombas de efluxo em M. tuberculosis
independente dos canais de célcio (GUPTA et al., 2013).

A anélise da atividade do efluxo foi determinada também em tempo real, o qual foi
utilizado o BrEt como substrato de bomba pelo método fluorimétrico semi-automatizado
em presenca e auséncia dos EPIs. No ensaio de acumulagdo do BrEt em presenca dos EPIs
em concentracdo subinibitoria (Y2 da CMI), foi observado que, com excecéo da cepa FURG
3 (MDR), as cepas resistentes apresentaram evidéncia da atividade de efluxo, quando
comparado com a cepa sensivel H37Rv. A acumulagdo mais evidente foi observada na
cepa Pré-XDR com resisténcia adicional 8 AMK (FURG 5), com todos os inibidores. 1sso
demonstra que a acumulacdo do BrEt aumentou na presenca dos EPIs, ou seja, sua
extrusdo foi inibida. Neste ensaio, o VP foi o inibidor que promoveu uma maior

acumulacdo do BrEt em todas as cepas quando comparado a TZ e CPZ, o qual também foi
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observado em outros estudos (MACHADO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012 ). No
ensaio do efluxo, foi claramente observada a reducdo da concentragdo interna do BrEt,
sendo mais pronunciada na cepa FURG 5, inferindo que o efluxo pode ter contribuido para
o fenotipo de resisténcia aos farmacos do esquema basico e de multirresisténcia. Em um
estudo recente realizado por nosso grupo, foi também observado que em cepas MDR e
XDR houve uma pronunciada atividade do efluxo (MACHADO et al., 2014). Estes ensaios
demonstram claramente a existéncia do efluxo nas cepas resistentes, o qual foi inibido
pelos classicos EPIs utilizados.

Resisténcia a maultiplos farmacos em M. tuberculosis pode estar associada com a
expressdo intrinseca ou induzivel de sistemas de efluxo (DE ROSSI et al., 2006;
BALGANESH et al.,, 2010; BALGANESH et al., 2012; GUPTA et al., 2010).
Recentemente, com o desenvolvimento de varias técnicas moleculares (LI & NIKAIDO,
2004), tais como PCR quantitativo por transcri¢do reversa (RT-gPCR) e imunoblotting, a
associacao da sobre-expressdo de bombas de efluxo com niveis clinicamente relevantes de
resisténcia tem sido amplamente registrado (HOWELL, 2013).

O sistema de efluxo promove um ambiente indispensavel para a sobrevivéncia
bacteriana, conduzindo na extrusdo de compostos toxicos, tais como os farmacos, e
estabelecendo concentragdes subletais no meio intracelular. Para isso, torna-se importante
elucidar a influéncia das bombas de efluxo, sob condi¢des de estresse com antibiéticos, na
resisténcia. Recentemente, varios estudos relacionados a expressao de genes de bombas
através da deteccdo de niveis ou numeros de copias de moléculas de RNA foram
determinados nessas condi¢gdes (DE KNEGT et al., 2013; GUPTA et al., 2006, SIDDIQI et
al., 2004). Com base nisso, nosso terceiro objetivo foi analisar por RT-gPCR o nivel
transcricional dos mMRNA de genes mais comumente envolvidos com a expressdo de
bombas de efluxo (mmpL7, mmr, Rv1258, p55, Rv2469 e efpA), além da inclusdo do
regulador transcricional do efluxo, o whiB?7.

A cepa padréo sensivel, M. tuberculosis Hs7Rv, foi utilizada para comparar o nivel de
transcricdo dos RNAmM dos genes envolvidos com o efluxo com as cepas resistentes
estudadas. A andlise foi realizada através da quantificacdo dos nives de RNAm das cepas
expostas as concentra¢fes subinibitdrias dos antibidticos (¥2 da CMI) e ndo expostas.
Observamos que quando a cepa FURG 1 (MDR) foi exposta a INH ou RIF houve um
aumento transcricional dos niveis de RNAm de todos os genes analisados em relagdo a
cepa M. tuberculosis Hz7Rv. No entanto, quando analisamos a expresséo relativa dos genes

em presenca e em auséncia dos antibioticos, ndo houve diferenca quanto a expressao
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desses genes nestas duas condicdes, ou seja, mesmo ap0s exposi¢do aos antibidticos ndo
houve aumento da expressdo. Isso indica que esta cepa é a cepa menos resistente, pois
concentragdes subinibitdrias dos antibioticos foram suficientes para induzir a expressdo das
bombas de efluxo e a comparacdo com uma cepa sensivel. No caso da cepa FURG 2
(MDR) houve aumento da expressdo de todos os genes na presenca de RIF ou INH, com
excecdo do gene Rv2459 em presenca de INH, quando comparados a condicdo ndo
exposta. Por outro lado, na cepa FURG 4 (Pré-XDR, resisténcia adicional a OFX), o
aumento da expressdo desses genes foi obtido apos exposicdo a OFX. Diante desses
resultados, observa-se que a expressdo dos genes que codificam bombas ndo apresentou
relagdo com um antibidtico em particular.

Ao analisarmos os resultados obtidos com o checkerboard e com a expressao génica,
observamos que ndo houve uma correlacdo entre a reducdo das CMIs na presenca dos
inibidores e a expressao dos genes de bombas de efluxo. Por outro lado, com os resultados
em tempo real da acumulagido e efluxo do BrEt em conjunto com os resultados do
checkerboard, observamos que as cepas apresentam efluxo, mas que ndo necessariamente
ocorre uma sobreexpressdo das bombas estudadas. Além disso, a reducdo dos niveis de
resisténcia com os inibidores, sugere que o efluxo € um mecanismo adicional para uma
bactéria tolerar altos niveis de concentracdo dos antibiéticos. Por isso, inferimos que a
exposicdo das cepas em concentragfes dos antibidticos acima da subinibitéria, poderia
induzir a expressdo de bombas para auxiliar na sobrevivéncia bacteriana em estresse
ambiental, neste caso a presenca de antibiético.

No capitulo Il da secdo de resultados desta tese, foi analisada a contribuicdo do efluxo
na cinética do crescimento das cepas FURG 1, FURG 2 e FURG 3 (todas MDR), FURG 5
(Pré-XDR com resisténcia adicional a AMK) e incluida uma cepa monorresistente a OFX.
Foi utilizado o sistema BACTEC™ MGIT™ 960 e o Epicenter VV5.53A equipado com o
software TB eXiST para avaliar a interagdo entre INH, RIF, OFX e AMK com os
inibidores VP, TZ e CPZ através do tempo de deteccdo (time do detection -TTD) do
crescimento bacteriano.

Demonstramos que em geral o efluxo contribui para o estabelecimento da resisténcia
em ambiente com altos niveis de concentracdo de antibioticos, o qual foi evidenciado pelo
aumento do TTD do crescimento das cepas expostas a concentracdo subinibitoria de INH e
RIF na presenca dos EPIs, porém em menos evidéncia na cepa resistente exposta a OFX.
Na combinacdo entre EPIs e AMK na cepa Pré-XDR, o TTD foi similar na presenca e na

auséncia dos EPIs. Tem sido registrado que somente uma bomba (Rv1877, familia MFS)
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exporta AMK em M. tuberculosis (LI et al., 2004), e por isso, esses dados sugerem que
este antibidtico ndo é um substrato comum de bomba.

Além das diferencas entre os TTD do crescimento das cepas expostas apenas com 0s
farmacos e expostas com a combinacdo de farmacos e inibidores, foi identificado que na
maioria das combinacfes houve inibicdo de >99% do crescimento bacteriano, indicando
um perfil de suscetibilidade devido a comparagéo do TTD das combinagdes com o TTD do
controle proporcional (1:100). Estes resultados indicam que quando o efluxo esta
inativado, ou seja, com inibidor, as cepas resistentes a INH e RIF cresceram mais
lentamente quando exposta a concentracfes subinibitdrias desses farmacos. Com relacdo a
cepa OFXr, quando comparado com aumento consideravel do TTD na presenca de INH ou
RIF com pelo menos um EPI nas cepas resistentes, o efluxo parece ter pouca contribuicdo
na resisténcia a OFX, como evidenciado anteriormente nos ensaios apresentados no
capitulo 1l e por MACHADO et al., 2014.

Todas as cepas analisadas apresentaram alto nivel de resisténcia, com mutacdes em
genes envolvidos com a atividade destes antibioticos. Varios estudos constataram que, por
exemplo, as mutacGes em katG e rpoB relacionadas com a resisténcia a INH e RIF,
respectivamente, mais frequentemente observadas em isolados clinicos apresentavam
baixo custo biolégico para a bactéria. Esse fato pode estar relacionado com mutagoes
compensatdrias que substituem a perda ou a reducdo da atividade das proteinas codificadas
por estes genes (PYM et al., 2002; BRANDIS et al., 2013; SPIES et al., 2013; TRAUNER
et al., 2014; SONG et al., 2014). Com isso, a fim de observar a interacdo entre 0s
antibioticos e os EPIs através do tempo necessario para a deteccdo do crescimento
bacteriano, relacionamos a diferenca entre TTD obtido para cada interagdo com o custo
bioldgica das bactérias quando o efluxo foi inibido. A partir disso, foi possivel inferir que o
baixo custo destas mutacdes pode também ser favorecido pela presenca de efluxo, devido
ao rapido crescimento observado na auséncia dos EPIs. Por exemplo, no caso de mutacGes
em katG, o efluxo pode atuar na extruséo de compostos toxicos que ndo sdo detoxificados
eficazmente pela catalase-peroxidase mutada, incluindo a eliminacdo de altas
concentragdes de farmacos.

Estes resultados sugerem que, apesar da presenca das mutagdes canonicas relacionadas
com alto nivel resisténcia, o efluxo pode atuar sinergicamente, reduzindo o custo
bioldgico, bem como aumentar a probabilidade das bactérias sobrevivem em concentracfes
elevadas de antibidtico. Foi possivel concluir que aumentando a concentracao intracelular

dos farmacos devido a inibicdo do efluxo, pode causar um alto custo bioldgico para a
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bactéria sobreviver em um ambiente com altas concentracdes de antibidtico, mesmo na
presenca de mutacOes. Isto foi evidenciado pelo lento crescimento observado nas
interagdes entre INH e RIF com os EPIs, porém com menos evidéncia entre OFX e EPIs.
A demonstracdo da atividade de efluxo em cepas resistentes analisadas neste estudo
indica que o efluxo pode atuar como um mecanismo adicional de resisténcia para acelerar
0 crescimento e reduzir o custo biol6gico da bactéria quando exposta em ambientes com
antibiotico. Este fato pode ser particularmente relevante no caso de uma terapia de longo
prazo, tais como a utilizada tratamento da TB, onde uma pressdo continua de
concentragdes subinibitorias de um antibiotico pode resultar em um aumento da atividade
de efluxo, permitindo a selecdo de mutantes resistentes. Uma maneira para evitar que estes
eventos ocorram pode ser a inibicdo destes sistemas de efluxo. Isto poderia clinicamente
restaurar ou aumentar a atividade de antibidticos que sdo substratos de bomba, como
demonstrado nos ensaios in vitro realizados neste estudo (VIVEIROS et al., 2012). Assim,
podemos inferir que se as bombas de efluxo desempenham um papel na estabilizacdo de
mutantes relacionados com a resisténcia, a presenca de um EPI em conjunto com a terapia
da TB pode reduzir a frequéncia das mutacdes e dar condicdes para a atividade
antimicrobiana dos antibioticos. Por essa razdo, € necessario compreender 0s mecanismos
moleculares e funcionais que estdo envolvidos com a resisténcia mediada pelo efluxo em
M. tuberculosis e como este conhecimento pode ser usado para evitar as suas

consequéncias.

6. CONCLUSOES

- Demonstramos a existéncia do efluxo em cepas com diferentes perfis de resisténcia,
evidenciado pela reducdo da CMI na presenca de VP, TZ e CPZ além do ensaio
fluorimétrico semi-automatizado, os quais avaliaram quantitativamente a contribui¢do do

efluxo no mecanismo geral de resisténcia em cepas MDR e Pre-XDR.

- Observamos que nédo houve relacdo entre as reducdes das CMI com a sobrexpressao de

genes que codificam as principais bombas de efluxo.

- Detectamos as diferengas no TTD do crescimento das cepas na interacao entre farmacos e
inibidores e observamos que o sistema de efluxo € indispensavel para o rapido crescimento

bacteriano em condigdes de estresse com altas concentracdes de antibidtico.
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7. PERSPECTIVAS

Avancar nos estudos de expressdo dos genes que codificam bombas de efluxo
utilizados neste estudo, expondo as cepas em concentra¢fes acima da subinibitoria dos
antibioticos, a fim de analisar se h& sobrexpressdo dos genes quando as cepas crescem em
condicdes de estresse elevado.
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