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Resumo:

A tuberculose, ao lado do HIV/AIDS, corresponde a doenca infecciosa com
maior taxa de mortalidade mundialmente, tornando-se uma preocupagéo
global devido a emergéncia da multirresisténcia aos farmacos utilizados no
tratamento. Este estudo teve como objetivo avaliar a expressao génica de
bombas de efluxo de farmacos na resisténcia a isoniazida (INH) em M.
tuberculosis multirresistente. A extracdo de RNA dos isolados bacterianos
apos exposicao a INH foi realizada e a primeira fita de cDNA sintetizada. A
expressdo génica das principais bombas de efluxo de M. tuberculosis foi
determinada por PCR em tempo real e a formula 27T utilizada para a
analise dos resultados. Ao comparar com a amostra controle, nenhum gene,
entre os 12 estudados, apresentou expressao significativamente aumentada
apos a exposicdo a INH. Dessa forma, estes resultados indicam que a
resisténcia a INH estd mais relacionada a mutacfes nos genes alvo do
farmaco, do que pela atividade de bombas de efluxo.

Introducao

A alta mortalidade e morbidade associadas a tuberculose (TB),
doenca infectocontagiosa causada  principalmente pelo  bacilo
Mycobacterium tuberculosis, € um dos aspectos que caracteriza a doenca
como um importante problema de saude publica em todo o mundo. O
desenvolvimento e evolucdo da TB dependem de fatores como aglomerados
humanos, a desnutricdo e a baixa resisténcia imunologica do individuo,
estando este ultimo fator intimamente relacionado com casos de infeccéo
provocada pelo HIV (WHO, 2016). A resisténcia aos medicamentos anti-TB
ocorre principalmente por mutagcdes espontaneas no genoma do M.
tuberculosis. No caso da isoniazida (INH), a resisténcia esta associada,
principalmente, a mutagcées no gene katG, que codifica a enzima catalase-
peroxidase, diminuindo sua atividade e impedindo a conversdo do pré-
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farmaco INH em seu metabdlito ativo. Outro mecanismo de resisténcia que
pode ser utilizado pelo bacilo é a atividade de bombas de efluxo de farmacos
que séo proteinas transportadoras envolvidas na eliminacdo de substancias
toxicas da célula, permitindo que a bactéria sobreviva em ambientes hostis,
inclusive durante a administracdo de farmacos no tratamento de infec¢des.
Sistemas de efluxo podem diminuir a concentragao intracelular de diversos
farmacos, reduzindo a sua eficacia clinica e contribuindo para a selecao de
isolados resistentes (Zhang, 2005). Nesse sentido, o objetivo deste estudo
foi avaliar a influencia da atividade de bombas de efluxo na resisténcia a INH
em M. tuberculosis multidroga resistente.

Materiais e métodos

Microrganismos estudados

Foram utilizados a cepa de referéncia Hz7Rv e isolado clinico de M.
tuberculosis previamente identificado como resistente a INH pelo método
das proporcbes, provenientes da micobacterioteca do Laboratério de
Bacteriologia Clinica da Universidade Estadual de Maringa.

Preparo do in6culo bacteriano

Os isolados de M. tuberculosis foram semeados em Middlebrook 7H9 (Difco
Laboratories, Detroit, USA) enriqguecido com OADC (BBL/Becton-Dickinson,
Sparks, MD, USA) e incubados por 15 dias a 35°C. As suspensoes
bacterianas foram padronizadas com escala de McFarland n° 1 e diluida
1:20 em Middlebrook 7H9 suplementado com OADC.

Avaliacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A solugéo de INH foi preparada de acordo com as recomendacbes do
fabricante. A concentragdo inibitéria minima (CIM) para os isolados de M.
tuberculosis foi determinada pelo método Resazurin Microtiter Plate Assay
(REMA) em microplacas de 96 orificios como descrito por Palomino et al
(Palomino et al., 2002).

Avaliacéo da expressdo de bombas de efluxo por PCR em tempo real

Os isolados testados foram incubados em Middlebrook 7H9 (Difco
Laboratories, Detroit, USA) adicionado de OADC (BBL/Becton-Dickinson,
Sparks, MD, USA) até atingirem a fase logaritmica de crescimento (turbidez
da escala de McFarland n°1). A suspenséo bacteriana foi ajustada para a
concentracdo final de 10° células/mL (intervalo de 4-6 x 10°). Foi adicionado
a esta suspensdo bacteriana ¥2 CIM de INH. Foi também utilizada uma
amostra controle, sem adicao de farmacos.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA
A extracdo de RNA dos isolados bacterianos apos exposicdo a INH foi
realizada utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen), como descrito pelo
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fabricante. Os RNAs foram tratados com DNAsel (Ambion, Austin, TX) e
quantificado pelo Qubit ® Fluorometric Quantitation. A sintese da primeira
fita de cDNA foi realizada por iniciadores randémicos de RNA total usando o
Kit Pharmacia TimerSaver cDNA synthesis (Qiagen) de acordo com
modificacGes realizadas por Bowler et al. (1999).

Selecédo dos genes e desenho dos primers

Os genes relacionados com bombas de efluxo foram selecionados do banco
de dados do genoma do M. tuberculosis e as sequéncias dos iniciadores da
PCR foram confeccionadas.

PCR Real-time

A reacdo de amplificacdo foi realizada em Applied Biosystems StepOne™
utilizado o kit SYBER® Green (Invitrogen) com ciclos determinados de
acordo com os iniciadores empregados. O gene 16S rRNA foi utilizado como
controle enddgeno para calcular os valores de AAC+. A quantificacéo relativa
da expressdo génica foi calculada utilizando a férmula 27°°¢T (Livak;
Schmittgen, 2001).

Resultados e Discusséo

A CIM de INH para a cepa padrao Hsz;Rv e o isolado clinico 14 BRF foi de
0,06 pg/mL e 16 pg/mL, respectivamente. Ao comparar com a amostra
controle, nenhum gene, entre os 12 estudados, apresentou expressao
significativamente aumentada apods a exposicdo a INH (Figura 1). Estes
resultados condizem com estudos similares encontrados na literatura, onde
ndo houve aumento da expressdao dos genes de bombas de efluxo de
farmacos apds exposicdo do bacilo a INH. Estes resultados de baixa
expressao pode estar relacionado ao fato de que o isolado clinico estudado
ter mutacdes no gene katG, mutacdo relacionada com altos niveis de
resisténcia a INH. Outra possivel justificativa se refere ao fato de que a INH
€ uma molécula pequena e por isso tem sua difusédo facilitada através da
membrana bacteriana, ndo precisando de transportadores ativos.
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Figura 1 — Gréfico da expressédo de bombas de efluxo do isolado clinico 14
BRF apos exposi¢cdo a isoniazida por 48h.

Conclusoes

Nossos dados indicam que a resisténcia a INH estd mais relacionada a
mutacdes nos genes alvo do farmaco, do que pela atividade de bombas de
efluxo. No entanto, novas bombas de efluxo deverdo ser estudadas para
melhor compreensdo do papel das mesmas na resisténcia a INH
principalmente em isolados de M. tuberculosis multidroga resistente e com
mutac¢ao no gene KatG.
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