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RESUMO

Tuberculose (TB) é a doenca infecciosa que mais mata pessoas no mundo e é
causada principalmente pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis. Em 2016, 10,4
milhdes de pessoas desenvolveram a doenca e 1,8 milhdo morreu em sua
decorréncia. Atualmente o principal agravante deste cenario € a resisténcia do bacilo
aos antimicrobianos disponiveis para o tratamento. Entre os principais mecanismos
responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos, as mutacdes em genes que
codificam dos alvos dos farmacos se destacam. Fluoroquinolonas e
aminoglicosideos sdo duas classes de antimicrobianos de 22 linha utilizados no
tratamento de TB e atuam na proteina DNA girase e no ribossomo bacteriano
impedindo o processo de transcricdo e sintese proteica respectivamente. Mutacdes
nos genes gyrA e rrs que codificam estes alvos podem ser responsaveis por tal
resisténcia. Para que medidas de saude publica possam ser tomadas para otimizar
o tratamento, € preciso conhecer a que os isolados clinicos sdo resistentes e qual o
mecanismo envolvido neste processo. Para isso, uma biblioteca com 100 isolados
clinicos coletados entre 2007 e 2009 no hospital de referéncia Clemente Ferreira da
cidade de Sédo Paulo foi avaliada em relacdo a resisténcia a fluoroquinolonas e
aminoglicosideos. A primeira etapa foi a determinacdo da concentracao inibitoria
minima (CIM) de trés antibiéticos da classe das fluoroquinolonas (ofloxacino,
moxifloxacino e gatifloxacino) e trés da classe dos aminoglicosideos (amicacina,
canamicina e estreptomicina) frente a 100 isolados clinicos utilizando um ensaio de
microdiluicdo em placas de 96 pocos. Conhecendo a CIM, os isolados clinicos
resistentes a pelo menos um antimicrobiano foram selecionados para o estudo do
possivel mecanismo de resisténcia. Mutacdes nos genes gyrA e rrs que pudessem
ser responsaveis por tal resisténcia foram pesquisadas utilizando o kit GenoType
MTBDRsI. Observou-se que 31% (31/100) destas cepas foi resistente a pelo menos
um aminoglicosideo testado, 22% (22/100) a pelo menos uma fluoroquinolona e
10%(10/100) delas sdo XDR-TB (resistente a rifampicina, isoniazida e pelo menos
uma fluoroquinolona e um aminoglicosideo). O kit detectou mutacbes em 61,3%
(19/31) dos resistentes a aminoglicosideos e 59,1% (13/22) dos resistentes a
fluoroquinolonas. Estes resultados indicam que além das 2 mutacdes avaliadas no
gene rrs e das 6 mutagdes no gene gyrA outros mecanismos de resisténcia podem
estar envolvidos e devem ser analisados para ampliar a compreensdo sobre a
resisténcia a aminoglicosideos e fluoroquinolonas nesta biblioteca.

Palavras-chaves: Mycobacterium tuberculosis. Isolados clinicos. Resisténcia a

antibioticos. Aminoglicosideos. Fluoroquinolonas.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a most deadly infectious disease of people in the world and is
mainly caused by the Mycobacterium tuberculosis bacillus. In 2016, 10.4 million
people developed disease and 1.8 million died. Currently, the main aggravating
factor of this scenario is the resistance of the bacillus to the antimicrobials available
for treatment. Among the main mechanisms for resistance to antimicrobials, the
mutations in genes that code the targets of the drugs stand out. Fluoroquinolones
and aminoglycosides are two classes of antimicrobials of 2nd line for TB treatment
and they act on protein DNA gyrase and on the bacterial ribosome impeding the
process of transcription and protein synthesis respectively. Mutations in the gyrA and
rrs genes encoding these targets may be explain the resistance. Public health
guidelines are taken to optimize treatment and for this it is necessary to know what
clinical isolates resistant and what mechanism are is involved in the process. For this,
a library with 100 clinical isolates collected between 2007 and 2009 at a Clemente
Ferreira reference hospital in the city of Sdo Paulo was evaluated for resistance to
fluoroquinolones and aminoglycosides. A first stage was the determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC) of three fluoroquinolone antibiotics (ofloxacin,
moxifloxacin and gatifloxacin) and three of the class of aminoglycosides (amikacin,
kanamycin and streptomycin) against 100 clinical isolates using a microdilution assay
in 96-well plates. According to the MIC, clinical isolates resistant to at least one
antimicrobial were selected for the study of the possible mechanism of resistance.
Mutations in the gyrA and rrs genes were scree ned using the GenoType MTBDRsI
kit because it may explain the resistance. It was found that 31% (31/100) of these
strains were resistant to at least one aminoglycoside tested, 22% (22/100) to at least
one fluoroquinolone and 10% (10/100) of them are XDR-TB (resistant to rifampicin,
isoniazid and at least one fluoroquinolone and an aminoglycoside). The kit detects
mutations in 61.3% (19/31) of the aminoglycoside resistant and 59.1% (13/22) of the
resistant fluoroquinolones. These results indicate that, in addition to the 2 mutations
investigated in the rrs gene and the 6 mutations investigated in the gyrA gene, other
mechanisms of resistance may be involved should be analyzed to broaden the
understanding of resistance to aminoglycosides and fluoroquinolones in this library.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Clinical isolates. Antibiotic resistance.
Aminoglycoside; Fluoroquinolone.
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1. Introducéo

1.1. Tuberculose: epidemiologia e tratamento

Tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa bacteriana causada principalmente
pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e que atinge principalmente os pulmdes, mas
que pode se disseminar por outros O6rgdos. Em 2015, segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) 10,4 milhdes de pessoas desenvolveram esta doenca no
mundo (sendo 1,2 milhdo de pessoas HIV-positivas). Das 10,4 milhdes de pessoas:
5,9 milhdes eram homens; 3,5 milh6es eram mulheres e 1,0 milhdo era criangca. Um
milhdo e oitocentas mil pessoas morreram devido a doenca (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016a).

Em 2016, o niumero de casos da doenca se manteve, foram 10,4 milhdes
sendo que 6,3 milhGes foram de novos casos. A populacdo que desenvolveu TB em
2016 apresentou as seguintes caracteristicas: 90% eram adultos e 65% eram
homens (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Estima-se que entre 2 e 3 bilhdes de pessoas no mundo estejam infectadas
pelo Mtb, no entanto uma pequena proporcao, cerca de 5 a 15%, desenvolvera a
doenca durante sua vida, mas o fato de aproximadamente um terco da populacéo
mundial albergar o bacilo em seus pulmdes é uma barreira que dificulta a
erradicacao da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a).

O Brasil, no ranking mundial, ocupa a 182 posi¢cdo em relacdo ao numero de
casos de TB, em 2015, foram 75.526 casos notificados. No Brasil houveram 75.526
casos de TB notificados em 2015, 12.337 foram casos recidivos, ou seja, aqueles
gue ja receberam algum tratamento mas ndo obtiveram sucesso, e este numero
representa 16,3% do total (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Na tabela 1 sdo apresentados os antibiéticos recomendados para o tratamento
segundo a OMS. Eles sédo classificados em grupos e os grupos 2, 3, 4 e 5 sao
utilizados quando o grupo 1, que sdo os antibidticos de 12 linha, ndo obtém
sucesso(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008, 2011).

12



Tabela 1 — Grupos de antibidticos recomendados pela Organiza¢cdo Mundial de
Saude para o tratamento de tuberculose (2011).

Grupo Antibiodticos
Isoniazida
Rifampicina
Grupo 1 P
. . L Etambutol
Medicamentos orais de primeira linha o .
Pirazinamida
Rifabutina
Canamicina
Grupo 2 ..
. e, Amicacina
Medicamentos injetaveis ..
Capreomicina
Ofloxacino
Grupo 3 Levofloxacino
Fluoroquinolonas Moxifloxacino
Gatifloxacino
Etionamida
Grupo 4 Protionamida
Medicamentos orais bacteriostaticos de 22 Cicloserina
linha Terizidona
Acido p-aminosalicilico
Clofazimina
Linezolida
Grupo 5 e
) . Amoxicilina + clavulanato
Medicamentos ndo recomendados .
Imipenem

rotineiramente e usados para tratar casos de

o ) Claritromicina
resisténcia aos grupos anteriores

Tiocetazona
Alta dose de isoniazida

FONTE: Guidelines for the programmatic management of drug-resistant tuberculosis,
2011(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008, 2011).

Com o desenvolvimento da doenca, 0 esquema terapéutico empregado
atualmente para o tratamento, no Brasil e recomendado pela OMS, é composto por
uma fase intensiva (2 meses de Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH), Pirazinamida e
Etambutol) seguido de uma fase de manutencao (4 meses de RIF e INH) totalizando
seis meses de tratamento. A rifabutina € classificada como antibi6tico de 12 linha e é
empregada em substituicdo a rifampicina quando o paciente também faz terapia
antirretroviral (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008, 2010, 2017).
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Esta terapia que combina mais de um antibidtico €& chamada de
poliquimioterapia e foi introduzida ha mais de 50 anos com o objetivo de reduzir a
emergéncia de isolados resistentes considerando que os antibidticos escolhidos tem
mecanismos de acdo distintos e dessa forma seria possivel combater os mutantes
naturalmente resistentes dentro de wuma populagio (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008, 2010, 2016b).

A taxa de cura para os casos de TB sensivel é de pelo menos 85%, segundo a
OMS, entretanto ainda existem casos em que o0 esquema terapéutico basico nao é
capaz de levar a cura do paciente. Ha duas razfes principais para esta falha
terapéutica: abandono da terapia e infec¢do por isolados resistentes a antibiticos, e
estas duas razdes inter-relacionam-se. O abandono ou ndo adesédo a terapia, ou
seja, casos em gue o paciente inicia o tratamento, mas néo o finaliza ou nao o faz de
maneira assidua, geram uma pressao seletiva que podem selecionar bacilos
naturalmente resistentes e assim, o tratamento deixa de ser efetivo. Quando ocorre
a selecdo destes bacilos naturalmente resistentes, eles podem infectar novos
paciente, ocasionando uma infeccdo em que o esquema terapéutico basico ndo sera
eficaz. Sendo assim a falta de adeséo a terapia anti-TB gera um prejuizo tanto para
o individuo quanto para a comunidade, sendo necessarios esquemas terapéuticos
mais longos, mais toxicos e mais caros (JOHNSON et al., 2009; SZUMOWSKI,
ADAMS; EDELSTEIN, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a).

A classificacdo da resisténcia utilizada nas estimativas globais é feita com base
nos farmacos de primeira linha (RIF e INH) ou de segunda linha (fluoroquinolonas
(FLQ) e farmacos injetaveis). Isolados multifarmaco resistentes (MDR-TB -
“Multidrug resistant tuberculosis”) sé@o resistentes a pelo menos dois farmacos de
primeira linha para o tratamento: RIF e INH. J& as cepas extensivamente resistentes
(XDR-TB - “extensively drug resistant tuberculosis”) sao classificadas assim quando
ha resisténcia a RIF, INH, a uma FLQ (Por exemplo: ofloxacino (OFL), moxifloxacino
(MOX) e gatifloxacino (GAT)) e pelo menos um farmaco injetavel de segunda linha
(Por exemplo: Amicacina (AMK), Canamicina (KAN) ou Capreomicina)(WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Em 2016, a OMS emitiu um comunicado para que as pessoas com Mtb

resistente a RIF (RR-TB), com ou sem resisténcia adicional a outros antibidticos
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deveriam receber o tratamento preconizado para MDR-TB, portanto as estimativas
passaram a ser feitas levando em consideracéo tanto as cepas MDR-TB quanto as
RR-TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a).

De acordo com esta nova classificagcdo, a OMS atualizou as indicacgoes
terapéuticas para RR-TB e MDR-TB, que estdo apresentadas na tabela 2. Segundo
esta indicacédo, pacientes com RR-TB ou MDR-TB devem receber um tratamento
com pelo menos cinco medicamentos, sendo durante a fase intensiva: a
pirazinamida e mais quatro farmacos secundarios, sendo um do grupo A, um do
grupo B e pelo menos dois do grupo C. Se houver resisténcia detectada a um destes
farmacos, ele deve ser retirado do esquema terapéutico e deve ser adicionado um
agente do grupos D2 ou um do grupo D3, para totalizar cinco farmacos. Se a
pirazinamida ndo puder ser utilizada, o regime pode ser reforcado com um farmaco
do grupo C ou D (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016c; TIBERI et al., 2017).

Em 2016, mundialmente observou-se que 4,1% (2,8-5,3% - intervalo de
confianga de 95%) dos novos casos de TB foram casos de MDR/RR-TB e 19% (9,8-
27% - intervalo de confianca de 95%) dos casos recidivos, ou seja, pessoas que ja
receberam algum tratamento, mas ndo foram curadas. Em valores absolutos, estas
porcentagens representam 600 mil casos de RR-TB e foram 490 mil casos de MDR-
TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a)

Segundo a OMS, em 2016, houve cerca de 82.676 casos notificados de TB no
Brasil e 5,4 mil mortes ocorreram devido a TB, excluindo os casos de coinfec¢cado TB
e virus HIV. Dos quase 83 mil casos de TB no Brasil, estima-se que cerca de 2,4 mil
eram MDR/RR-TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
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Tabela 2 — Indicacéo terapéutica, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, para
RR-TB e MDR-TB (2016).

Grupo Antibidticos

Levofloxacino
Moxifloxacino
Gatifloxacino

Grupo A
Fluoroquinolonas

Canamicina
Grupo B Amicacina
Medicamentos injetaveis Capreomicina

(Estreptomicina)

Etionamida
Protionamida
Grupo C Cicloserina
Terizidona
Linezolida
Clofazimina

Etambutol
Grupo D D1 Pirazinamida
Alta dose de isoniazida

Bedaquilina

D2 Delamanida

Acido p-aminosalicilico
Imipenem + cilastatina
D3 Amixicilina + clavulanato

Meropenem
Tiocetazona

RR-TB = tuberculose resistente a rifampicina; MDR-TB = tuberculose multifarmaco resistente
(resisténcia a rifampicina e isoniazida.
FONTE: (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016c).

Em 2006 na ltalia, foram descritos dois isolados clinicos com resisténcia a RIF,
INH, PZA, ETB, STP, AMK, KAN, FLQ, etionamida, &cido para-aminossalicilico,
CAP, D-cicloserina, rifabutina, clofazimina, dapsona, claritromicina e tiocetazona, foi
sugerida a nomenclatura de XXDR-TB (“extremely drug-resistant tuberculosis”) que
significa extremamente resistente a farmacos e em ambos 0s casos 0s pacientes
faleceram em 94 meses e em 60 meses apos o inicio do tratamento(MIGLIORI et al.,
2007).

No Ird, em 2009, foram relatados 15 isolados clinicos resistentes a INH, RIF,
STP, OFL, AMK etambutol, pirazinamida, etionamida, acido para-aminosalicilico, D-

cicloserina e ciprofloxacino. Estes isolados clinicos foram divulgados na literatura
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como totalmente resistente a farmacos (totally drug-resistant TB ou TDR-TB)
mostrando que as alternativas terapéuticas disponiveis estdo cada vez menos
eficientes(VELAYATI et al., 2009). Os isolados TDR também ja foram relatadas na
india (ZARIR F. UDWADIA et al., 2012). Embora essa nomenclatura ndo seja
adotada pela OMS, sem duavida, evidenciam uma preocupacdo em relacdo ao
avanco de resisténcia aos antibioticos disponiveis e em relacdo aos novos farmacos

disponiveis para seu tratamento.

Organizacfes governamentais americanas estdo realizando ensaios clinicos
empregando aminoglicosideos e/ou FLQ como alternativas terapéuticas para reduzir
0 tempo de tratamento e como possiveis protocolos terapéuticos para o tratamento
de cepas resistentes(NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2014, 2015a, 2015b,
2015c).

A combinacdo de PZA com uma FLQ de 32 geracdo (MOX e GFX) tem sido a
melhor alternativa terapéutica para as cepas MDR-TB. Logo, € extremamente
relevante compreender o nivel e a prevaléncia de resisténcia a estes farmacos para
avaliar a possibilidade de introduzi-los como alternativas terapéuticas em regimes
mais curtos de tratamento para TB. Os dados quanto ao nivel de resisténcia de
farmacos de segunda linha ainda sao limitados(WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016a).

Tiberi e colaboradores, 2017 analisaram a classificacdo de antibidticos
disponiveis para o tratamento de TB segundo OMS de 2011 e de 2016 e de forma
independente propuseram uma possivel lista para uma futura reclassificacdo, que
esta apresentada na tabela 3. O equilibrio entre o beneficio esperado e o risco de
danos e ndo adesao foram levados em consideracdo para determinar aumento ou

reducdo na importancia de alguns antibioticos no futuro (TIBERI et al., 2017).
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Tabela 3 — Possiveis mudancas na classificacdo de antibioticos utilizados para o
tratamento de tuberculose proposta por Tiberi et al, 2017.

Grupo Antibiodticos

Moxifloxacino
Gatifloxacino
Levofloxacino

Grupo A
Fluoroquinolonas

Bedaquilina
Delamanida

Grupo B Etionamida / Protionamida
Cicloserina / Terizidona
Linezolida
Clofazimina

Amicacina
Grupo C Canamicina
Medicamentos injetaveis Capreomicina
Meropenem + Clavulanato

Etambutol

Pirazinamida

Alta dose de isoniazida
Acido p-aminosalicilico
Amoxicilina + Clavulanato
Rifabutina

Grupo D

FONTE: Classifying new anti-tuberculosis drugs: rationale and future perspectives
(TIBERI et al., 2017)

1.2. Mecanismo de resisténcia

Os mecanismos desenvolvidos pelos microrganismos para evadir dos
antimicrobianos empregados no tratamento sdo quatro e estdo listados abaixo
(COHEN; BISHAI; PYM, 2014) e também estédo esquematizados na figura 1.

1. Modificacdo do alvo do farmaco: este é o principal mecanismo envolvido em
resisténcia a antibidtico para Mtb. A modificacdo do alvo pode ser
decorrente de mutagdes genéticas que levam a transcrigdo ou tradugéo de
alvo modificado e com baixa ou reduzida afinidade com o antibidtico, visto
que sado mutacdes genéticas que podem acontecer naturalmente, e 0s
mutantes naturalmente resistentes podem ser selecionados, como por

exemplo: mutacdes no gene gyrA levam a traducdo de uma proteina GyrA
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modificada, uma vez que gyrA é uma subunidade proteica da enzima DNA
girase modificada. A DNA girase é inibida por FLQ, no entanto na presenca
de algumas mutacdes, essa inibicdo deixa de acontecer e ou é minimizada,
levando a resisténcia do Mtb a esta classe de antibiéticos(GINSBURG;
GROSSET; BISHAI, 2003; MALIK et al., 2012; MARURI et al., 2012; LI et
al., 2014b).Outro mecanismo que pode levar a modificagcdo do alvo sao
alteracdes enzimaticas pos-traducionais ou pds-transcricionais, como por
exemplo: a proteina GidB (codificada pelo gene gidB) é uma enzima
metilase que pode modificar guaninas do RNA ribossomal (rRNA) e assim
reduzir a afinidade de ligacdo entre alguns aminoglicosideos e seu alvo que
€ 0 rRNA.

. Modificacdo da via de ativacdo: este mecanismo € especialmente
importante para os pro-farmacos, pois dependem de enzimas que
modificam suas moléculas e o produto desta reacdo se ligara a um alvo e
apresentara uma atividade antibacteriana. Como exemplo, podemos citar
INH e pirazinamida, que dependem de ativacdo pelas enzimas KatG e
PncA, respectivamente, logo mutacfes nos genes que codificam estas
proteinas levam a resisténcia a pro-farmaco em questdo (KONNO;
FELDMANN; MCDERMOTT, 1967; SEIFERT et al., 2015; YANG et al.,
2015).

. Inativacdo enzimética: € o mecanismo envolvido com a resisténcia aos B-
lactdmicos, os quais por muito tempo nao foram empregados para o
tratamento de TB, pois Mtb naturalmente possui enzimas B-lactamases que
inativam tais antibidticos. Com o0 avanco das cepas resistentes e
associando o uso dos B-lactdmicos com inibidores de (B-lactamases como o
clavulanato, eles passaram a ser empregados para o tratamento de casos
de MDR-TB e XDR-TB(CHAMBERS et al., 1995, WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016c).

. Aumento do Efluxo dos antibiéticos: As bombas de efluxo sdo proteinas
cuja fungdo é o transporte transmembrana e na presenca de antibioticos,
essas proteinas podem atuar expulsando-os do interior da bactéria, logo a
acdo dos antibidticos é reduzida e torna possivel a sobrevivéncia da
bactérias (SANTANGELO et al., 2001)(DE ROSSI et al., 2002).
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Em Mtb, a transferéncia horizontal de genes de resisténcia mediada por
plasmideos ou elementos de transposons nao tem sido relatada(ZAINUDDIN; DALE,
1990; SMITH; WOLFF; NGUYEN, 2013; NGUYEN, 2017).

Bombas de
Efluxo

Alteragéo
de vias de
Ativagao

- — k gy ’ .. SN ‘}
Inativagao SO \SSe)|  Mutacdes

N&o tem resisténcia mediada
por plasmideos

Figura 1 — Esquema de mecanismos de resisténcia a antibiéticos (Fonte: autora).

1.2.1. Modificagéo do alvo do Farmaco

A modificacdo molecular dos alvos terapéuticos é consequéncia de mutacdes

no DNA bacteriano.

As FLQ atuam inibindo a enzima DNA girase inibindo a forquilha de replicacéo
(BRYSKIER, 1993; DRLICA; MALIK, 2003; DRLICA et al., 2009). A DNA girase tem
duas subunidades: A e B, que séo codificadas respectivamente pelos genes gyrA e
gyrB (COLE et al., 1998). A estrutura molecular dos antibioticos desta classe que

agem neste alvo génico e que foram utilizados neste trabalho, estdo na figura 2.

Mutacdes nos codons 88, 90, 91 e 94 de gyrA podem resultar cepas resistentes
a FLQ. Alguns exemplos de mutacfes no gene gyrA que levam a um nivel de

resisténcia estdo apresentas na tabela 4.
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moxifloxacin gatifloxacin ofloxacin

Figura 2 — Estrutura molecular de moxifloxacino, gatifloxacino e ofloxacino,
antibiéticos da classe das fluoroquinolonas. (Fonte: autora).

Os aminoglicosideos (STP, KAN e AMK) ligam-se a subunidade 30S do
ribossomo micobacteriano inibindo a sintese proteica(PALOMINO; MARTIN, 2014).
A STP se liga a proteina ribossomal S12 (codificada pelo gene rpsL) e ao RNA
ribossomal (rRNA) 16S (codificado pelo gene rrs), logo, mutagdes nestes dois genes
levam a resisténcia a STP(MCCLATCHY et al., 1977; FINKEN et al.,, 1993;
HONORE; COLE, 1994), enquanto AMK e KAN ligam-se diretamente a rRNA (gene
rrs). A estrutura molecular dos aminoglicosideos utilizados neste trabalho estdo na
figura 3 e as mutacBes relacionadas a resisténcia desta classe de antibiéticos estdo

na tabela 4.

P OH Streptomycin MH, e
Amikacin F.-OH Kanamycin oH PRy 2HO N_-:..i\

HO  OH [ on (Jj\/ HNY WEy
_CS_. HO NH, e
HO 8] 'DH 8] y
=0 WH; 0 OH
H,N— HyNw 0 OH —n o= ¢
) L} L

NH HO ¢\,
~OH
HO OH

H,N

Figura 3 — Estrutura molecular de amicacina, canamicina e estreptomicina,
antibioticos da classe dos aminoglicosideos. (Fonte: autora).
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Tabela 4 — Mutacfes genéticas relacionadas a resisténcia a aminoglicosideos e
fluoroquinolonas em Mycobacterium tuberculosis.

Gene Proteina/RNA Mutacéao Antibidtico Referéncia
Ala90val
Alta
Asp94Gly _ _
resisténcia a (TAKIFF et al., 1994)
Asp94AsnN
FLQ
Asp94Ala
DNA girase :
gyrA . Baixa
Subunidade A . .
Ala74Ser resisténcia a
MOX (MALIK et al., 2012)
Resisténcia a
Ala74Ser + Asp94Gly
todas as FLQ
Asn538Asp Ciprofloxacino,
Glu540Vval MOX, LFX,
DNA girase Arg485Cys+Thr539Asn OFL
gyrB . : (MALIK et al., 2012)
Subunidade B Thr539Asn Baixa
Thr539Pro resisténcia a
Asn538Thr+Thr546Met MOX
(HONORE; COLE,
Lys42Arg STP
1994)
. Proteina (SUN et al., 2016)
rps :
ribossomal S12 Lys43Arg STP (ARJOMANDZADEGAN;
Lys88Arg GRAVAND, 2015)
(JNAWALI et al., 2013)
(HONORE; COLE,
C904G e C904A STP
1994)
RNA
rrs _ AMK, KAN e (ALANGADEN et al.,
ribossomal A1400G
STP 1998).
G1484T KAN e AMK (JNAWALI et al., 2013)
(OKAMOTO et al., 2007)
7- Baixo nivel de
_ _ _ G518 (Regigo do loop _ _ (WONG etal., 2011;
gidB  metilguanosina 530) resisténciaa SUN et al., 2016)
metiltransferase STP
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Resisténcia a
(ZAUNBRECHER et al.,

N KAN e baixa
Proteina de Regido promotora o 2009)
resisténcia a
_ aumento da (JNAWALI et al., 2013).
eis S AMK
sobrevivéncia
, AMK, KAN,
intracelular
Thr25Ala STP e (JNAWALI et al., 2013)

capreomicina

AMK = amicacina; KAN = canamicina; STP = estreptomicina; MOX = moxifloxacino;

OFL = ofloxacino; GAT = gatifloxacino; FLQ = fluoroquinolona.

1.2.2. Bombas de efluxo

Ha casos que se detecta a resisténcia fenotipica a antibiéticos, no entanto, na
andlise genotipica ndo sdo encontradas mutacfes genéticas que explicariam esta
resisténcia. Sendo assim, outros mecanismos de resisténcia passam a ser
analisados, como por exemplo: o aumento do efluxo dos antibiéticos, ou seja, 0
antibiotico ndo consegue atingir seu alvo ou ndo consegue atingi-lo em concentracéo
suficiente porque é expulso por proteinas que ficam na membrana plasmética
bacteriana e tem a funcdo de eliminar compostos toxicos. O aumento no efluxo
pode ser decorrente de uma maior atividade das proteinas de efluxo ou devido a um
aumento na transcricdo destes genes e este mecanismo de resisténcia ja foi
reportado para diferentes classes de antibidticos (BALGANESH et al., 2012)(OH et
al., 2017). O aumento do efluxo € um mecanismo de resisténcia que pode coexistir
com outro, como as mutacgfes genéticas, e assim, a somatoria de diferentes
abordagens pode conferir ao microrganismo um maior nivel de resisténcia
(MACHADO et al., 2017).

As bombas de efluxo bacteriano sdo categorizadas em cinco superfamilias
distintas com diferentes morfologias estruturais, especificidades de substrato e
fontes de energia. Sdo elas: a superfamilia ABC (“ATP-binding cassette”), a
superfamilia MFS (“Major Facilitator Superfamily”), a superfamilia SMR (“Small Drug

Resistance Family”), a superfamilia RND (“Resistance Nodulation and Division
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Family”) e a superfamilia MATE/ETC (“The Multidrug and Toxic Compounds

Extrusion Family”).

As proteinas das familias MFS, SMR, RND e MATE sé&o transportadores
secundérios, nas quais o efluxo de uma molécula é acoplado ao influxo de prétons
e/ou ions sodio. Na figura 4, € mostrado um diagrama comparando o mecanismo de
acao das cinco familias de proteinas de efluxo existentes, de uma forma geral para
as bactérias. Nela sédo citados alguns dos substratos utilizados por cada familia,
assim como seu mecanismo de efluxo/influxo. Essas bombas utilizam,
frequentemente, a forca motora do fluxo de prétons. Em contraste, os membros da
familia ABC fazem uso do ATP como fonte de energia. O genoma de Mtb contém
genes que codificam transportadores de efluxo de todas essas familias (COLE et al.,
1998; DE ROSSI et al., 2002; WEBBER; PIDDOCK, 2003; PULE et al., 2016).

Ant-TB drug targat

Introcellular : Ant-T8 drug

Drugs

eSS ESe

SaEssee

H Drugs Drugs H*  Drugs Drugs
(Rifamplcin, Isonlazid, {Rifampicin, Isoniazid, (Isoniazid, Bedaquiling, (Ethidium Bromide,
Extrocellular H* H* H* H* Fluoroguinolonss, Aminoglycosides, Clofoziming, Azales, Aminoglycosides,
ApHiAY Clofaziming, Streptomycin, Tetracycling, Ethidium Erythromycin)
| ] | Streptormycin, Ethidium Ethidium Bromida, Bromide, Norflaxacin)
. Bromide) Macrolides)
Vallnomycin ‘ ‘ ‘
Pratonophaores Veropamil Reserpine
Phenothiazing {CCCR/DNFY)
Pinering Barberina
Protonophoras Berberine P {wla transcriptional

({CCCR/DNR) control

Figura 4 - Diagrama das familias de bombas de efluxo, os antibidticos que podem
sofrer efluxo por cada uma delas e moléculas com atividade inibidora de bombas de
efluxo. Fonte:(PULE et al., 2016).
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A crescente emergéncia de cepas com resisténcia aos antibidticos justifica o
estudo de cepas de Mtb de origem brasileira visando determinar a prevaléncia e o
mecanismo de resisténcia para FLQ e aminoglicosideos. Visto que essas séo duas
classes de antibibticos de 22 linha com grande potencial anti-Mtb e que se destacam

como possiveis farmacos de 12 escolha para o tratamento no futuro.
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3. Concluséo

Foram analisadas 100 isolados clinicos quanto a sua susceptibilidade a
aminoglicosideos e FLQ. Observou-se que 31% foi resistente a pelo menos um
aminoglicosideo testado, 22% a pelo menos uma FLQ e destes isolados clinicos
10% sdo XDR, ou seja, resistente a RIF, INH, pelo menos uma FLQ e um
aminoglicosideo. O Kit GenoType MTBDRsI detectou mutacfes que determinam o
mecanismo de resisténcia de 61,3% (12/31) dos resistentes a aminoglicosideos e
59,1% (12/21) dos resistentes a FLQ, mostrando que outros mecanismos de
resisténcia devem ser analisados nestas cepas clinicas para elucidar
completamente o0 mecanismo de resisténcia envolvido, como por exemplo,
mutacdes e outros cddons dos genes avaliados (gyrA e rrs), ou ainda em outros
genes (rpsL e gyrB) ou ainda pela acdo de bombas de efluxo, sendo que este
mecanismo de resisténcia poderia ser avaliado genotipicamente (analisando a
expressao dos genes de bombas de efluxo utilizando RT-PCR) ou fenotipicimente
(utilizando brometo de etidio ou combinando com potenciais inibidores de bombas

de efluxo).
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