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RESUMO

A Tuberculose (TB) é uma doenca causada por bactérias pertencentes ao
Complexo Mycobacterium tuberculosis. Segundo a Organizagédo
Mundial de Saude, estimou-se que em 2015, 10,4 milhSes de pessoas
desenvolveram TB mundialmente e 1,4 milhdes morreram em
decorréncia da doenca. No Brasil, foram registrados em 2015, 1027
casos de TB resistente aos farmacos. A isoniazida é um dos farmacos
mais efetivos no tratamento da TB. Os principais mecanismos de
resisténcia a isoniazida estdo relacionados a mutacfes nos genes que
codificam o ativador do farmaco (gene katG) e o alvo deste (gene inhA).
MutacGes nos genes katG e inhA sdo responsaveis por aproximadamente
75% dos casos de M. tuberculosis resistentes a isoniazida, no entanto,
em 25% dos casos, tais muta¢des ndo séo encontradas. Acredita-se que a
superexpressao de proteinas do tipo bombas de efluxo sejam
responsaveis por este percentual. O aumento na atividade de efluxo
resulta na reducdo das concentrages intrabacterianas do farmaco, o que
pode propiciar a sobrevivéncia de uma subpopulagdo bacteriana exposta
ao constante estresse causado pelas concentracdes subinibitérias do
farmaco. Durante esta exposicdo, mutantes com alterages génicas que
favorecam a resisténcia podem ser selecionados, possibilitando o
estabelecimento de uma populacédo resistente que se torna clinicamente
significante. Sendo assim, objetivou-se com o presente estudo, avaliar
0s niveis de expressao dos genes que codificam para bombas de efluxo
mmr, jefA, efpA, bacA e drrA em isolados clinicos de M. tuberculosis
com diferentes perfis de susceptibilidade a isoniazida. Os isolados foram
categorizados em trés grupos: 1. isolados susceptiveis a isoniazida; 2.
isolados susceptiveis a isoniazida provenientes de pacientes com
baciloscopia positiva ao quarto més de tratamento e 3. isolados com
monorresisténcia primaria a isoniazida. Os resultados obtidos por meio
da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo
Real foram comparados entre os grupos e em relacdo a cepa de
referéncia M. tuberculosis H37Rv. Para os genes jefA, efpA e drrA nédo
foi observada diferenga significativa nos niveis de expressdo entre os
grupos. Desta forma, ndo foi possivel estabelecer uma relacéo entre os
niveis de expressdo desses genes e o fenotipo de resisténcia apresentado
pelos isolados. Para os genes mmr e bacA foi encontrada relagédo
significativa entre o0s niveis basais de expressdao e o fenétipo de
monorresisténcia a isoniazida. O gene mmr, o qual codifica para
proteinas da familia Small Multidrug Resistance, apresentou valores de
expressao basal aumentados nos isolados com monorresisténcia primaria



a isoniazida quando comparados aos isolados susceptiveis, sugerindo
gue este gene possa estar relacionado com a resisténcia a isoniazida. Os
niveis de expressao basal do gene bacA nos isolados susceptiveis foram
superiores aos niveis encontrados nos isolados com monorresisténcia
primaria & isoniazida, sugerindo que niveis reduzidos de expressdo do
gene bacA possam estar relacionados com a resisténcia a isoniazida. Os
niveis de expressao basal de bacA observados em 83,3% dos isolados
clinicos, tanto monorresistentes quanto susceptiveis foram menores que
0s niveis observados na cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv. O
gene bacA codifica para transportadores do tipo ABC e atua na captacao
de vitamina B12.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis.  Monorresisténcia.
Isoniazida. Bombas de Efluxo. Proteinas transportadoras de membrana.
Expressdo génica. RT-qPCR. Efluxo de farmacos. Resisténcia a
farmacos. Genes de M. tuberculosis.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a disease caused by bacteria belonging to the
Mycobacterium tuberculosis Complex. According to the World Health
Organization, in 2015, an estimated 10.4 million people developed TB
worldwide and 1.4 million died from the disease. In Brazil, 1,027 cases
of drug-resistant TB were recorded in 2015. Isoniazid is one of the most
effective drugs in the treatment of TB. The major mechanisms of
resistance to isoniazid are related to mutations in the genes that encode
the drug activator (katG gene) and the drug target (inhA gene).
Mutations in katG and inhA genes account for approximately 75% of
isoniazid-resistant M. tuberculosis cases; however, in 25% of cases,
such mutations are not found. It is believed that overexpression of efflux
proteins accounts for this percentage. The increase in efflux activity
results in the reduction of intrabacterial drug concentrations, which may
lead the survival of a bacterial subpopulation exposed to constant stress
of subinhibitory drug concentrations. During this exposition, mutants
with alterations in genes that favor resistance can be selected, allowing
the establishment of a resistant population that becomes clinically
significant. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
expression levels of efflux pumps genes mmr, jefA, efpA, bacA and drrA
in clinical isolates of M. tuberculosis with different isoniazid
susceptibility profiles. The isolates were divided into three groups: 1.
isoniazid-susceptible isolates, 2. isoniazid-susceptible isolates from
patients with positive bacilloscopy after four months of treatment, and 3.
isoniazid-resistant isolates. The results obtained using the Quantitative
Real-Time Polymerase Chain Reaction technique were compared
between the groups and in relation to the reference strain M.
tuberculosis H37Rv. For the jefA, efpA and drrA genes, no significant
difference in expression levels was observed between groups. Therefore,
it was not possible to establish a relationship between the expression
levels of these genes and the resistance phenotype of the isolates. For
the mmr and bacA genes, a significant relationship was found between
the expression levels and the isoniazid-monoresistant phenotype. The
mmr gene, which encodes proteins from the Small Multidrug Resistance
family, presented increased baseline expression values in isolates with
primary isoniazid monoresistance, when compared to susceptible
isolates, suggesting that this gene may be related to isoniazid resistance.
Basal expression levels of the bacA gene in susceptible isolates were
higher than levels found in isolates with primary isoniazid
monoresistance, suggesting that reduced levels of the bacA gene may be



related to isoniazid resistance. The basal expression levels of bacA
observed in 83.3% of clinical isolates, both isoniazid-monoresistant and
susceptible, were lower than the levels observed in the reference strain
M. tuberculosis H37Rv. The bacA gene codes for ABC type transporters
and acts on the uptake of vitamin B12.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Monoresistance. Isoniazid.
Efflux Pumps. Membrane Transport Proteins. Gene Expression. RT-
gPCR. Drug Efflux. Drug resistance. M. tuberculosis genes.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada por
bactérias pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB), as quais sdo transmitidas por via aérea. Em valores estimados,
a TB afetou 10,4 milhdes de pessoas mundialmente em 2015. Nesse
mesmo ano, foram diagnosticados e registrados no Brasil 63.189 casos
novos de TB; sendo que a incidéncia no estado de Santa Catarina foi de
23,1/100 mil habitantes, porém, sua capital, Floriandpolis, apresentou
coeficiente de incidéncia 77,92% acima dos valores estaduais. Em 2014
foram registrados no Brasil, 4.374 6bitos decorrentes da infeccdo por
TB (BRASIL, 2016; WHO, 2016).

Quando tratada adequadamente, a TB € curavel em
aproximadamente 100% dos casos ndo resistentes aos farmacos
antimicobacterianos (BRASIL, 2011a). Porém, a emergéncia global de
casos de TB resistente se torna um grande desafio a efetividade do
tratamento, dificultado as agbes empregadas no controle e eliminagdo da
TB (MACHADO et al., 2016). No Brasil, foram registrados em 2015,
1027 casos de TB resistente aos farmacos antimicobacterianos
(BRASIL, 2016).

O surgimento da resisténcia aos farmacos geralmente encontra-se
associado a ocorréncia de mutacGes espontaneas em genes alvo para
farmacos ou em dominios regulatérios. Populagbes mutantes
ocasionalmente podem vir a ser selecionadas por falhas no tratamento
subsequente  (PUTMAN; VAN VEEN; KONINGS, 2000;
SOMOSKOVI; PARSONS; SALFINGER, 2001). Muta¢fes no gene
rpoB estdo presentes em mais de 90% dos casos de TB resistente a
rifampicina (LI et al., 2015). As mutacGes mais frequentemente
associadas a resisténcia a isoniazida encontram-se nos genes katG e
inhA, além destas, muta¢Ges nos genes aphC, ndh e ahpC-oxyR tém sido
relacionadas com resisténcia a isoniazida (ZHANG et al., 1992;
BANERJEE et al., 1994; SILVA et al., 2003; LOUW et al., 2009). Em
relagdo a resistencia a isoniazida, mutagGes nos genes katG e inhA sdo
responsaveis por aproximadamente 75% dos casos de M. tuberculosis
resistente, no entanto, em 25% dos casos, ndo é possivel justificar esta
resisténcia com base nas mutacfes descritas anteriormente (GUO et al.,
2006; PRIM et al., 2015); nestes casos, outros mecanismos podem estar
envolvidos, como por exemplo, a atuacdo de sistemas de efluxo
(NIKAIDO, 1998; LOUW et al., 2009).
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O aumento na atividade de bombas de efluxo que promovam a
extrusdo de farmacos resulta na reducdo das concentragOes
intrabacterianas deste, 0 que pode favorecer a sobrevivéncia de uma
subpopulacgdo bacteriana exposta ao constante estresse promovido pelas
concentracBes subinibitérias do farmaco. Durante esta exposicao,
mutantes com alteracfes em genes que favorecam a resisténcia podem
ser selecionados, acarretando estabelecimento de uma populagdo
resistente (MARTINEZ; BAQUERO, 2000; VIVEIROS et al., 2002;
WEBBER; PIDDOCK, 2003; SRIVASTAVA et al., 2010).

Vérias bombas de efluxo tém sido caracterizadas no complexo
Mycobacterium tuberculosis, algumas delas associadas ao efluxo da
isoniazida, como Rv1218c-Rv1217c, Rv1456¢c- Rv1457c- Rv1458,
bacA, Rv1747, pstB, mmr, Rv0849, efpA, p55, Rv1258c, jefA, MMPI7
e iniBAC (NIKAIDO, 1998; VIVEIROS; LEANDRO; AMARAL,
2003; ROSSI; AINSA; RICCARDI, 2006; LOUW et al., 2009;
VIVEIROS et al., 2010; GUPTA et al., 2010a, 2010b; SILVA et al.,
2011, 2016; MACHADO et al., 2012, 2016; CALGIN et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2013; COELHO et al., 2015; KANJI et al., 2016b).
Gupta e colaboradores (2010a) observaram que a resisténcia mediada
por bombas de efluxo é mais comumente associada a isoniazida e ao
etambutol do que a outros farmacos.

Acredita-se que o estudo da expressdo de genes que codificam
para proteinas de membrana do tipo bombas de efluxo pode ajudar a
elucidar os casos de resisténcia ndo explicados por mutagdes
(MACHADO et al., 2012). Isolados com monorresisténcia primaria a
isoniazida e isolados susceptiveis a isoniazida provenientes de pacientes
gue apresentaram baciloscopia positiva apds o quarto més de tratamento
podem apresentar niveis superiores de expressao de genes que codificam
para bombas de efluxo quando comparados aos isolados susceptiveis a
isoniazida? Com base neste questionamento, o presente trabalho foi
desenvolvido no intuito de avaliar a relagdo entre os niveis de expressdo
basal de cinco genes codificantes para bombas de efluxo e a
monorresisténcia primaria a isoniazida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TUBERCULOSE

O complexo Mycobacterium  tuberculosis (CMTB) ¢
caracterizado por espécies bacterianas que apresentam 99,9% de
similaridade de nucleotideos e sequéncias idénticas na regido 16S
rRNA, mas diferem amplamente em termos de hospedeiro, fenétipos,
patogenicidade e epidemiologia. Pertencem a este complexo as espécies
patogénicas M. tuberculosis (principal representante do complexo), M.
microti, M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. caprae, M. pinnipedii,
M. mungi, M. orygis e a estirpe ndo virulenta M. bovis BCG (Bacille
Calmette-Guérin) (BODDINGHAUS et al., 1990; BROSCH et al.,
2002; VAN INGEN et al., 2012; CDC, 2013a).

A TB é caracterizada como doenca infectocontagiosa de evolugéo
crbnica que tipicamente acomete os pulmdes (TB pulmonar), mas pode
também afetar outros sitios anatémicos (TB extrapulmonar) ou ocorrer
de forma disseminada (TB disseminada). A TB pulmonar é a mais
relevante no ambito da sa(de publica, pois é esta forma (quando
bacilifera) a responséavel pela cadeia de transmissdo da doenca. O agente
etiolégico da TB é transmitido por via aérea, através de goticulas de 1 a
5 um de didmetro, produzidas pelo individuo portador de TB pulmonar
ativa (individuos baciliferos) ao tossir, espirrar ou falar. Quando
inaladas, tais goticulas se depositam nos alvéolos pulmonares, local
onde se iniciard o processo da doenca caso o bacilo consiga sobreviver
as defesas primérias do individuo e multiplicar-se principalmente no
interior dos macrdfagos alveolares (EDWARDS; KIRKPATRICK,
1986; PANDOLFI et al., 2007; BRASIL, 2011a; NUNES-ALVES et al.,
2014).

O estégio inicial da infeccdo se caracteriza pela acdo da resposta
imune inata, envolvendo o recrutamento de células inflamatérias ao sitio
infeccioso. Posteriormente, os bacilos séo carreados ao linfonodo, onde
0s antigenos micobacterianos sdo apresentados principalmente por
células dendriticas, induzindo a proliferacdo de células T antigeno-
especificas; inicia-se entdo a resposta adaptativa. As células T efetoras
migram ao sitio infeccioso e em combinagdo com outros leucécitos
estimulam a formacdo do granuloma ou tubérculo; o granuloma é o
remodelamento do sitio infeccioso em uma massa celular formada ao
centro por macrofagos infectados circundados por macréfagos
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esponjosos e outros fagdcitos mononucleados, cobertos por linfécitos
em associagdo com uma cobertura fibrosa de colageno e outros
componentes da matriz extracelular (Figura 1). O granuloma é a
estrutura responsavel pela contencdo da infeccdo. Embora ndo elimine o
bacilo, a resposta imune é capaz de controlar a infeccdo, tornando o
individuo assintomatico, estado referido como TB latente (EDWARDS;
KIRKPATRICK, 1986; RUSSELL, 2007; HORSBURGH; RUBIN,
2011; NUNES-ALVES et al., 2014).

Figura 1 — Estrutura do granuloma.

macrofagos esponjosos

macrofagos
infectados

Fonte: Russell (2007).

Apo6s a infeccdo, somente uma pequena proporcdo de pessoas
(10%) ira desenvolver a doenca (TB primaria), sendo que a
probabilidade de desenvolver TB é maior entre pessoas infectadas pelo
HIV (TIEMERSMA et al., 2011; NUNES-ALVES et al., 2014). Cerca
de 5 a 10% dos individuos portadores de TB latente irdo desenvolver TB
ativa ao longo da vida, caracterizando a TB pds-primaria (BARRY et
al., 2009; NUNES-ALVES et al., 2014). Estima-se que um ter¢o da
populacdo mundial seja portadora de TB latente, representando um
reservatério em potencial da doengca (WHO, 2014a).
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2.2 Mycobacterium tuberculosis

As micobactérias sdo bacilos ndo esporulados, imdveis, aerébios
e ndo encapsulados (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007; LAWN;
ZUMLA, 2011).

O primeiro genoma micobacteriano a ser sequenciado! e
disponibilizado a comunidade académica revelou a composicdo de
4.411.529 pares de base (pb) com um contelido de citosina + guanina
(CG) de 65,6%, que ¢ relativamente constante ao longo do genoma
(Cole et al., 1998). Tal genoma codifica, aproximadamente, 4000
proteinas e 50 moléculas de RNA (BOTTAI et al., 2014). Neste cenario,
destaca-se o fato de que 8% do genoma de M. tuberculosis H37Rv
codifica proteinas envolvidas no metabolismo lipidico. Este achado
ressalta a importancia destas proteinas para a sobrevivéncia de M.
tuberculosis, um patdgeno intracelular obrigatdrio, que se protege com
um envelope celular rico em lipidios (BRENNAN; NIKAIDO, 1995;
BRENNAN, 2003; KAUR et al., 2009; BOTTAI et al., 2014).

A parede celular de M. tuberculosis é majoritariamente composta
por um complexo de trés diferentes estruturas, ligadas covalentemente:
peptideoglicanos, arabinogalactanos e acidos micolicos (Figura 2). A
camada composta pelos acidos micoélicos é hidrofébica e de baixa
fluidez, denominada micomembrana. A camada externa da
micomembrana contém varios lipidios livres, como os glicolipideos
fendlicos, lipideos ptiocerol dimicocerosato, dimicoliltrealose,
sulfolipideos e fosfatidilinositol manosideos, os quais estdo intercalados
com os &cidos micoélicos. A maioria destes lipideos é especifica para
micobactérias. A camada externa do envelope celular, uma espécie de
capsula, contém majoritariamente polissacarideos (glucanas e
arabinomanana) (BRENNAN; NIKAIDO, 1995; BRENNAN, 2003;
ABDALLAH et al.,, 2007). Os acidos micélicos produzidos por M.
tuberculosis sdo os maiores acidos graxos identificados na natureza e
correspondem de 30% a 40% do peso seco do envelope celular
bacteriano. Estima-se que este envelope (membrana externa) meca de 9
a 10 mm, sendo mais espesso do que qualquer outra membrana
procariota ou eucariota (BRENNAN; NIKAIDO, 1995).

! Sequenciamento do genoma completo da estirpe de M. tuberculosis H37Rv,
por Cole e colaboradores, em 1998.
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Figura 2 — Representacdo esquematica do envelope celular de M.
tuberculosis.

s K‘ d ﬁ ii‘ Capsula
micomembrana
- Arabinogalactano
£ ] Membrana interna

Fonte: Abdallah e colaboradores (2007).

M. tuberculosis se divide a cada 15-20 horas, taxa considerada
extremamente baixa quando comparada a outras bactérias. Esta baixa
taxa de replicacdo e a habilidade de persistir em estado latente resultam
na necessidade de tratamentos de longa duracdo (LAWN; ZUMLA,
2011).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A TB ocorre mais comumente entre os homens e afeta
principalmente adultos em idade economicamente ativa (WHO, 2014a;
GUPTA et al., 2012); em 2015 a TB foi a nona causa de morte mais
frequente mundialmente (WHO, 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS, do inglés
World Health Organization -WHO), estimou-se que em 2015 10,4
milhGes de pessoas tenham desenvolvido TB no mundo (56% homens,
34% mulheres e 10% criangas) (Figura 3). Esta estimativa é maior que a
publicada no ano anterior, a qual calculava 9,6 milhdes de casos novos
em 2014. Oficialmente, foram reportadas as autoridades 6,1 milhGes de
casos novos de TB em 2015, o que deixa uma lacuna de 4,3 milhdes de
casos entre a incidéncia estimada e a notificacdo realizada. Foi estimado
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1,4 milhdo de mortes por TB mundialmente, entre pessoas HIV-
soronegativo. Pessoas vivendo com HIV/Aids computaram 1,2 milhdes
(11%) dos casos novos; 0,4 milhGes de mortes foram registradas neste
grupo (WHO, 2015, 2016).

Figura 3 — Coeficientes de incidéncia da tuberculose: estimativas
referentes a 2015.
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Fonte: WHO (2016).

Legenda: Estimativa dos casos novos de tuberculose (forma pulmonar e
extrapulmonar) por 100.000 habitantes.

O ano de 2015 marcou o encerramento do documento adotado
pelas Nacbes Unidas “The Millennium Development Goals” € sua
substituicdo pelo documento “Metas de Desenvolvimento Sustentavel”
(Sustainable Development Goals — SDGs), o qual prevé novas metas
mundiais para o controle da TB, que visam reduzir, até 2030, 90% das
mortes por TB e 80% do coeficiente de incidéncia comparando-se as
estimativas de 2015 (WHO, 2016). Todas as metas? propostas pelo
documento The Millennium Development Goals foram cumpridas pelo
Brasil (WHO, 2015). Ainda em 2015 foram definidas pela OMS trés
novas listas de paises com alta carga de tuberculose (High Burden
Countries — HBCs): 1) 30 paises com a maior carga de TB; 2) 30 paises
com 0 maior nimero de casos TB-multirresistente (TB-MDR); 3) 30

2 Reduzir a incidéncia e reduzir pela metade as taxas de mortalidade e
prevaléncia da TB em relacdo aos dados de 1990, com prazo até 2015.
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paises com maior incidéncia de coinfeccdo TB/HIV. Os paises citados
nas listas HBCs sdo responsaveis por 87-92% da carga mundial de TB
(WHO, 2016).

No cenario internacional, o Brasil encontra-se citado nas listas
relacionadas a carga de TB e coinfeccdo TB/HIV. Entre 2005 e 2014,
foram registrados no Brasil, uma média de 70 mil casos novos e 4.400
mortes por tuberculose, por ano. O coeficiente de incidéncia de
tuberculose passou de 38,7/100 mil habitantes em 2006 para 30,9/100
mil habitantes em 2015, o que corresponde a uma redugdo de 20,2%.
Em 2014, o coeficiente de mortalidade da TB no Brasil foi de 2,2/100
mil habitantes (4.374 dbitos) (BRASIL, 2016; WHO, 2016) (Anexo B).

O Estado de Santa Catarina apresentou, em 2015, incidéncia
inferior aos valores nacionais, com um coeficiente de 23,1/100 mil
habitantes; dados referentes ao ano de 2014 revelaram um coeficiente de
mortalidade de 0,9/100 mil habitantes (BRASIL, 2016). De acordo com
dados publicados pela Diretoria de Vigilancia Epidemiolégica da
Secretaria de Estado da Saulde de Santa Catarina, referentes ao ano de
2014, as regides de saude de Foz do Rio Itajai, Grande Floriandpolis,
Nordeste, Carbonifera e Laguna possuem os maiores coeficientes de
incidéncia do estado, o que é explicado pelo crescimento populacional
aliado a excluséo social, aumento de populacfes mais expostas a riscos,
baixos niveis de desenvolvimento socioecondmico e insatisfatorias
condi¢des de assisténcia & saude, diagndstico e tratamento de
sintomaticos respiratorios (DIVE, 2016).

No panorama estadual, a capital do Estado de Santa Catarina,
Floriandpolis, apresentou em 2015, coeficiente de incidéncia de
41,1/100 mil habitantes, indice 77,92% acima da incidéncia estadual;
em 2014, o coeficiente de mortalidade registrado na capital foi de
1,3/100 mil habitantes (BRASIL, 2016). Dados locais referentes a 2014
divulgados no Boletim epidemioldgico do Municipio de Floriandpolis
(2015) informaram incidéncia de tuberculose de 53,3% no municipio.

Em 2015, 68,9% dos casos novos de TB no Brasil foram testados
para HIV, revelando um percentual de 9,7% de coinfeccdo TB/HIV. A
regido Sul apresentou o maior percentual de coinfectados (17,3%) bem
como suas capitais — Porto Alegre-RS (25,2%), Curitiba-PR (21,5%) e
Florianépolis-SC (21,2%). O percentual de coinfec¢do TB-HIV em todo
0 estado de Santa Catarina é de 17,4%. Em 2015, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul apresentaram os maiores percentuais de coinfec¢do TB-
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HIV em casos de retratamento (35,4 e 35,3%, respectivamente)
(BRASIL, 2016).

Mundialmente, o coeficiente de incidéncia da TB vem decaindo
1,5% ao ano (entre 2014 e 2015) e a taxa de mortalidade caiu 47% entre
1990 e 2015. No entanto, o numero de Obitos permanece
inaceitavelmente alto, tendo em vista que a maioria das mortes pode ser
evitada (WHO, 2015; UNITED NATIONS, 2015). Entre 2000 e 2015,
49 milhdes de vidas foram salvas com a implementagdo de melhores
técnicas e/ou ampliacdo do acesso ao diagndstico, além do tratamento
efetivo, especialmente no que se refere ao Tratamento Diretamente
Observado (TDO) (WHO, 2016).

2.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico-epidemiolégico da TB se baseia na andlise
dos sinais e sintomas apresentados pelo paciente. Febre, perda de peso e
sudorese noturna sdo considerados sintomas constitucionais da TB;
demais sintomas estdo associados ao sitio da infecdo. O sintoma mais
comumente reportado em TB pulmonar é a tosse persistente por 2 a 3
semanas, que pode ser produtiva (com formacdo de muco) ou ndo, e
pode vir acompanhada de sangue (hemoptise) (BRASIL, 2011a;
LAWN; ZUMLA, 2011; TB CARE I, 2014).

A pesquisa bacterioldgica, por meio da baciloscopia e cultura, é
de extrema importancia para o diagndstico e acompanhamento do
tratamento da TB (BRASIL, 2008).

A baciloscopia é o método mais comumente utilizado
mundialmente para diagnéstico da TB, no qual a amostra é corada e a
presenca numérica do bacilo é determinada com o auxilio de
microscopio (WHO, 2004). O método de coloragdo mais empregado é o
de Ziehl-Neelsen, que utiliza o principio da alcool-acido resisténcia da
bactéria. A parede celular de M. tuberculosis € composta por uma
grande quantidade de lipidios, entre eles os &cidos micoélicos, que
possuem alta capacidade de fixar o corante fucsina (corante vermelho),
gerando a caracteristica tintorial de resisténcia a descoloracdo por
solucdes alcool-acidas; os bacilos sdo entdo designados como Bacilos
Alcool-Acido Resistentes (BAAR). Devido ao carater hidrofébico da
parede celular, a penetracdo da fucsina é favorecida pelo calor. O BAAR
retém a fucsina, enquanto as outras estruturas na amostra se coram pelo
segundo corante utilizado, o azul de metileno. A utilizagdo do método
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de coloracdo Ziehl-Neelsen é recomendada pelo Ministério da Salde
para todos os laboratdrios que realizam o diagnostico da TB pulmonar
(BRASIL, 2008). As caracteristicas tintoriais aliadas as caracteristicas
morfoldgicas auxiliam no diagndstico e controle do tratamento da TB. A
presenca de BAAR em uma amostra de escarro associada aos sintomas
de tosse, perda de peso e presenca de infiltrado pulmonar na radiografia
de torax, sdo evidéncias de TB ativa (KONEMAN et al., 2001). Para o
acompanhamento da evolugéo dos casos de TB pulmonar, recomenda-se
a realizacdo mensal da baciloscopia de controle, sendo indispensaveis as
baciloscopias do segundo, quarto e sexto meses, durante 0 esquema
basico de tratamento. Quando realizada corretamente, a baciloscopia é
capaz de detectar 60% a 80% dos casos de TB pulmonar. A baciloscopia
possui como desvantagem a baixa sensibilidade quando comparada a
cultura. Além disso, tal método ndo é capaz de prover diferencia¢do
entre as espécies do CMTB ou identificar resisténcia aos
antimicrobianos (BRASIL, 2011a).

A cultura é o exame laboratorial que propicia a multiplicacdo e o
isolamento de bacilos do CMTB, permitindo posteriormente a
identificacdo da espécie micobacteriana, a realizacdo do teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (TS) e realizacdo de técnicas
moleculares, especialmente as de genotipagem. A cultura apresenta
elevada sensibilidade e especificidade no diagndstico de doencas
causadas por micobactérias, sendo considerada padrdo-ouro para o
diagndstico da TB. Os meios sélidos Lowenstein-Jensen e Ogawa-
Kudoh sdo os mais utilizados para realizacdo da cultura, por
apresentarem baixos custos e indices de contaminacéo. Os meios solidos
apresentam como desvantagem o elevado tempo de deteccdo do
crescimento bacteriano, que varia entre 14 a 30 dias, podendo se
estender por até oito semanas (BRASIL, 2008, 2011a; WHO, 2014a). A
cultura em meio liquido, monitorada por sistema informatizado, reduziu
0 tempo de deteccdo de positividade da amostra para 14 dias,
aproximadamente. Sistemas comerciais como 0 BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, EUA) monitoram o crescimento bacteriano em
caldo Middlebrook 7H9 modificado a partir de sensores que detectam a
reducdo do oxigénio induzida por bactérias presentes no meio
(TORTOLI et al., 1999). Devido aos elevados custos, a utilizagdo destes
sistemas € recomendada pelo Ministério da Saude brasileiro, a
laboratérios que recebem um grande volume de amostras clinicas, como
hospitais e laboratorios de referéncia (BRASIL, 2008). A realizacdo da
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cultura com identificagdo da espécie e TS sédo indicadas aos casos de TB
que tiveram contato com portadores de TB resistente, pacientes em
retratamento,  imunodeprimidos, pacientes que  apresentaram
baciloscopia positiva ao final do 2° més de tratamento, pacientes que
apresentaram faléncia ao tratamento e pacientes que se enquadram em
situacdes de risco ao surgimento de TB resistente (profissionais de
salde, populacdo de rua, populacdo carceraria, entre outros) (BRASIL,
2011a).

Os avangos nas metodologias de diagnostico da TB
possibilitaram a utilizagdo de testes moleculares rapidos para
diagnosticar a TB e a TB resistente. Métodos baseados na amplificacdo
de acidos nucleicos, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que
tém como objetivo detectar a presenga do DNA de M. tuberculosis, vém
sendo cada vez mais utilizados. No entanto, os testes moleculares
também possuem limitagdes, relacionadas a complexidade da extracdo
do DNA, da amplificacio e deteccdo, e das preocupagBes de
biosseguranca pela manipulagdo de M. tuberculosis (WHO, 2014b). O
sistema Xpert® MTB/RIF (Cepheid, EUA), lancado em 2014, simplifica
a realizagdo dos testes moleculares, ao ponto que integra e automatiza o0s
processos requeridos a realizagdo da reacdo em cadeia da polimerase:
preparacdo da amostra, amplificacdo e deteccdo. Este sistema é capaz de
detectar M. tuberculosis, bem como mutacGes que conferem resisténcia
a rifampicina, através de trés iniciadores especificos e cinco sondas
moleculares, as quais asseguram alta especificidade ao teste (WHO,
2014b). As limitacdes do sistema Xpert® MTB/RIF consistem na
impossibilidade deste em diferenciar bacilos viaveis de bacilos mortos,
0 que inviabiliza sua utilizagdo no monitoramento da resposta ao
tratamento. Além disso, o teste ndo é capaz de diferenciar as espécies do
CMTB (NTCA; APHL, 2016).

Ferramentas adicionais ao diagnostico da TB incluem exames de
imagem, como a radiografia de térax, que permite diferenciar imagens
sugestivas de tuberculose de outras doencas. No entanto, a
especificidade deste método é moderada, além de permitir variagdes
observacionais. Exames histopatoldgicos sdo também utilizados como
ferramenta complementar ao diagnostico da tuberculose pulmonar e
extrapulmonar (WHO, 2004; ANVISA, 2011).

A prova tuberculinica (PT) é um exame complementar ao
diagnostico de infeccdo latente por M. tuberculosis; tal prova avalia a
resposta imune celular do individuo a antigenos de M. tuberculosis
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inoculados por via intradérmica no terco médio da face anterior do
antebraco esquerdo. Ap6s 48 a 72 horas, mede-se 0 maior didmetro
transverso da area do endurado palpavel e o resultado é registrado em
milimetros. Resultados falso-positivos podem ocorrer em individuos que
tiveram contato com outras espécies do CMTB ou que foram vacinados
com BCG (MENZIES, 1999; BRASIL, 2011a). Embora outros ensaios
tenham sido desenhados para o diagndstico da TB latente, como por
exemplo, IGRA (interferon-gamma release assays) a PT é a mais
utilizada por ser mais barata e apresentar sensibilidade melhor ou igual
ao IGRA (HERRERA et al., 2011).

2.5 TRATAMENTO

Em 2015, Brasil, China, Filipinas e Federacdo Russa
apresentaram as maiores coberturas de tratamento® (>80%) entre os 30
paises citados na lista HBC referente a carga de TB; o percentual de
cobertura de tratamento brasileiro foi de 87%. Em 2014, o percentual de
cura dos casos novos de TB pulmonar com confirmacédo laboratorial no
Brasil foi de 74,2%; no entanto, o percentual de abandono do tratamento
neste grupo foi de 11%; Santa Catarina apresentou percentual de cura e
abandono de 73,3% e 9,1%, respectivamente; 0s percentuais atribuidos a
capital do estado, Florianépolis, foram 58,3% para cura e 14,4% para
abandono do tratamento. Entre os casos de retratamento de TB
pulmonar com confirmacdo laboratorial, a situacdo é também
desfavoravel; a porcentagem de cura nacional foi de 51,6%, com
percentual de abandono de 26,1%; no estado de Santa Catarina, 54,3%
destes casos evoluiram para cura e 18,8% abandonaram o tratamento;
em Floriandpolis os percentuais de cura e abandono foram de 37,9% e
20,7%, respectivamente (BRASIL, 2016; WHO, 2016).

Sem tratamento a mortalidade por TB é alta. Em estudos da
histéria natural da TB pulmonar realizados em individuos com
baciloscopia positiva e soronegativos ao HIV, cerca de 70% morreram
em 10 anos. Entre os casos com cultura positiva e baciloscopia negativa,
20% morreram em 10 anos (TIEMERSMA et al., 2011).

3 Cobertura de tratamento: nimero de casos novos e de recidiva detectados e
tratados, por ano, dividido pela incidéncia estimada no ano, expressa em
percentual.
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Quando tratada a TB é curdvel em aproximadamente 100% dos
casos ndo resistentes aos antimicrobianos, desde que seja estabelecida a
associacdo medicamentosa recomendada, com doses corretas, adequada
operacionalizacdo do tratamento e adesdo. Tem-se como prioridade o
tratamento dos casos baciliferos, a fim de interromper a cadeia de
transmissdo da doenca (BRASIL, 2011a). O tratamento ndo deve ser
interrompido, exceto quando determinado por criteriosa revisdo clinica e
laboratorial (LOPES, 2006).

Os medicamentos utilizados para o tratamento da TB no Brasil
sdo classificados em cinco grupos: 1. Farmacos orais de primeira linha:
isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida; 2. Farmacos
injetaveis: estreptomicina (1° linha), Amicacina, Canamicina e
Capreomicina  (2° linha); 3. Fluoroquinolonas:  Ofloxacina,
Levofloxacina e Moxifloxacina; 4. Medicamentos orais de segunda
linha: Terizidona ou Cicloserina, Etionamida ou Protionamida e Acido
Paraminossalisilico (PAS); e 5. Medicamentos de baixa eficacia ou ndo
recomendados para uso de rotina: Clofazimina, Linezolida,
Amoxicilina/Clavulanato, Tiacetazona, Imipenem, isoniazida em altas
doses e Claritromicina.

A definicdo dos esquemas terapéuticos fundamenta-se na busca
por uma combinacdo de farmacos que tenham atividade bactericida
precoce, capazes de prevenir a selegdo de bacilos resistentes e que
possuam atividade esterilizante. O Programa Nacional de Controle da
Tuberculose (PNCT/MS) revisou em 2009 o protocolo de tratamento da
TB no Brasil, referente aos esquemas adotados para individuos com
idade igual ou superior a 10 anos (adolescentes e adultos), e definiu
novos esquemas: esquema basico, esquema para meningoencefalite,
esquema para TB monorresistente, TB polirresistente, TB
multirresistente (TB-MDR ou do inglés TB-multi-drug-resistant), TB
extensivamente  resistente  (TB-XDR) e esquemas especiais
(hepatopatias, gravidez, intolerdncia aos farmacos, entre outros)
(Quadro 1). A TB-MDR se caracteriza pelo fen6tipo simultaneamente
resistente a rifampicina e isoniazida ou resistente & rifampicina e
isoniazida e outro fArmaco de primeira linha; enquanto que a TB-XDR
apresenta  resisténcia a isoniazida, rifampicina, a qualquer
fluoroquinolona e no minimo a qualquer uma das drogas injetaveis de
segunda linha (WHO, 2006; FIOCRUZ, 2008; BRASIL, 2009, 2011a,
2011b; GEMAL; DALCOLMO, 2011).
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O acréscimo do etambutol como quarto farmaco na fase intensiva
de tratamento (dois primeiros meses) do esquema basico foi também
uma alteracdo realizada pelo PNCT/MS. Esta deciséo foi embasada nos
resultados apresentados pelo 11 Inquérito Nacional de Resisténcia aos
Medicamentos anti-TB, realizado entre 2007 e 2008, que
preliminarmente mostrou 0 aumento da resisténcia primaria a isoniazida
de 4,4% para 6,0% e o da resisténcia primaria a isoniazida associada a
rifampicina, de 1,1% para 1,4%, quando comparado aos resultados do |
Inquérito Nacional, realizado entre 1995 e 1997. Assim, a apresentacao
farmacoldgica do esquema béasico de tratamento passou a ser, na fase
intensiva, com quatro farmacos (RHZE) em comprimidos com dose fixa
combinada: R (rifampicina), H (isoniazida), Z (pirazinamida) e E
(etambutol), seguida da fase de manutengdo do tratamento, composta
por dois farmacos (RH), utilizados por quatro meses (BRASIL, 2009,
2011a).
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Quadro 1 — Esquemas de tratamento preconizados pelo PNCT/MS para
adolescentes e adultos.

Situacao

Esquema de
tratamento

Medicamentos

Acompanhamento

ICasos novos:
ITB pulmonar e
extrapulmonar

Esquema bésico

2RHZE/ARH

Baciloscopia de
controle - mensal

ITB meningoencefalica

Esquema para
meningoencefalite

2RHZE/7TRH +
corticosterdide

Diversos

Retratamento: recidiva,

Esquema bésico — até o

Cultura, identificacdo

dos exames

retorno ap6s abandono | resultado dos exames ZRHZE/4RH da espécie e TS
Esquema utilizado até Verificar adesao ao
Faléncia terapéutica entdo — até o resultado 2RHZE/4ARH tratamento, cultura,

identificagdo da
espéciee TS

ICondigdes especiais:
hepatopatias,
intolerancia, gestagao,
entre outros.

Esquema bésico ou
esquema alternativo

De acordo com
avaliagéo
clinica

e laboratorial

AST, ALT, entre
outros

[TB monorresistente

Resisténcia a H

2RZES/ARE

Baciloscopia, cultura,
analise clinica e
radioldgica

[TB monorresistente

Resisténciaa R

2HZES/10HE

Baciloscopia, cultura,
analise clinica e
radiol6gica

ITB polirresistente

Resisténciaa H + Z

2RESO/7REO

Baciloscopia, cultura,
TS, anélise clinicae
radiol6gica

ITB polirresistente

Resisténciaa H + E

2RZSO/7RO

Baciloscopia, cultura,
TS, analise clinica e
radiol6gica

ITB polirresistente

Resisténciaa R + Z

3HESO/9HEO

Baciloscopia, cultura,
TS, andlise clinica e
radiol6gica

ITB polirresistente

Resisténciaa R + E

3HZSO/12HO

Baciloscopia, cultura,
TS, andlise clinica e
radiol6gica

[TB polirresistente

ResisténciaaH+Z + E

3RSOT/12ROT

Baciloscopia, cultura,
TS, analise clinica e
radiol6gica

[TB multirresistente

TB-MDR

2SsELZT/4S;
ELZT/12ELT

Baciloscopia, cultura,
TS, analise clinica e
radiol6gica

[TB extensivamente
esistente

TB-XDR

Esquema
individualizado

Baciloscopia, cultura,
TS, analise clinica e
radiolégica

R - rifampicina, H - isoniazida, Z — pirazinamida, E — etambutol, S — estreptomicina, O — ofloxacina, L
— levofloxacina, T — terizidona, TS — teste de sensibilidade, AST - aspartato transaminase, ALT -
alanina transaminase. O nlimero que antecede a sigla do medicamento refere-se a duragéo do
tratamento em meses. O nimero subscrito refere-se a frequéncia semanal, quando o uso néo for diério.
Esquema para pacientes menores de 10 anos: 2RHZ/4RH.
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Fonte: Adaptado de Brasil (2009, 2011a, 2011b); Gemal, Dalcolmo (2011).

Pacientes sem histérico de tratamento anterior ou riscos de
apresentar resisténcia e que demonstraram melhora clinica apés 15 dias
de tratamento sdo considerados ndo infectantes (BRASIL, 2011a).
Recomenda-se a realizacdo de baciloscopia com periodicidade mensal
para todos os casos diagnosticados de TB. Para 0s casos de
retratamento, 0 PNCT/MS recomenda a solicitacdo de exames de
cultura, identificacdo da espécie do CMTB, TS e utilizagdo do esquema
béasico de tratamento até que os resultados dos exames sejam obtidos. Os
casos com evolugdo para faléncia terapéutica devem ser avaliados
guanto ao historico terapéutico, adesdo ao tratamento e resultado do TS;
com base nesta analise, adota-se 0 esquema terapéutico mais adequado.
Classifica-se como faléncia terapéutica, casos com baciloscopia
persistentemente positiva ao final do tratamento, casos com baciloscopia
fortemente positiva ao inicio do tratamento sem alteracdo da
baciloscopia até o quarto més de tratamento e casos com positividade
inicial, seguida de negativacdo e nova positividade por dois meses
consecutivos ap6s 0 quarto més de tratamento. Em caso de
monorresisténcia a R ou H identificada na fase de manutencdo do
esquema basico, poderd ser considerada a manutencdo deste esquema
com prorrogacdo da segunda fase do tratamento para sete meses
(Quadro 1). A composicdo dos esquemas individualizados para o
tratamento dos casos de TB-XDR néo é padronizada e requer criteriosa
avaliacdo por parte de profissionais com experiéncia no manejo de casos
de resisténcia. Paciente em tratamento com o esquema basico que
apresentarem duas baciloscopias negativas, uma durante a fase de
acompanhamento e outra ao final do tratamento, sdo considerados
curados. Nos casos TB-MDR ,o critério de cura consiste na negativacdo
de trés culturas, realizadas a partir do 12° més de tratamento (12°, 15° e
18°) (BRASIL, 2009, 2011a; WHO, 2011, 2015; CDC, 2013b).

O Tratamento Diretamente Observado (TDO), parte da estratégia
Direct Observed Treatment Short-Course (DOTS), é um mecanismo de
controle da TB, recomendado pela OMS, que visa ampliar a adesdo do
paciente ao tratamento e prevenir o surgimento de isolados resistentes
aos farmacos, reduzindo os casos de abandono e aumentando a
probabilidade de cura. Através do TDO, todos os casos diagnosticados
de TB passam a ser acompanhados por um profissional de salde
treinado que supervisione a tomada da medicacdo, durante todo o
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tratamento. Além dos medicamentos, o servico de salde passa a
oferecer ao paciente, estratégias de reabilitagdo social, psicoldgica e
outras demandas que se fizerem necessarias, afim de que a adesdo ao
tratamento ndo seja comprometida. Os indicadores epidemioldgicos
nacionais apontam para a necessidade de ampliacdo do controle da
tuberculose, sobretudo no que diz respeito aos percentuais de cura e
abandono dos casos novos e de retratamento. A adoc¢do do TDO pelas
autoridades brasileiras se mostrou eficiente; segundo dados publicados
pela Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude, Brasil,
entre 2001 e 2014, a cada incremento de 20% na cobertura dos
programas Estratégia Salde da Familia (ESF) e TDO, houve uma
reducdo no coeficiente de incidéncia nacional de 3,8% e 0,7%,
respectivamente (FIOCRUZ, 2008; BRASIL, 2011a, 2016; WHO,
2016).

2.5.1 Isoniazida e rifampicina: mecanismo de a¢éo

Isoniazida e rifampicina sdo os medicamentos de maior poder
bactericida contra Mycobacterium tuberculosis, sendo ativos contra
todas as populagOes sensiveis a estes, seja de localiza¢do intracavitéria,
nos granulomas ou intracelulares (WHO, 2006; FIOCRUZ, 2008;
BRASIL, 2011a).

A isoniazida (hidrazida do acido isonicotinico) é uma prd-droga
que requer ativagdo pela enzima micobacteriana catalase-peroxidase,
codificada pelo gene KatG (ZHANG et al., 1992). Apds ativacdo, a
isoniazida se associa a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD),
formando um complexo que se liga e inibe a proteina micobacteriana
inhA, codificada pelo gene inhA. InhA é uma proteina enoil-ACP (acil
carrier protein) redutase NADH-dependente envolvida na sintese e
alongamento de acidos graxos e biossintese do acido micolico. A morte
celular subsequente a inibicdo de inhA se d& pela acumulagdo
intracelular de A&cidos graxos de cadeia longa e pela reducdo da
biossintese dos &cidos micélicos (VILCHEZE; JACOBS, 2007).

A rifampicina atua na inibicdo da transcricdo micobacteriana,
demonstrando atividade esterilizante mesmo em populagdes bacilares
em fase estacionaria de crescimento. O farmaco se liga a § subunidade
da enzima micobacteriana RNA polimerase, codificada pelo gene rpoB,
impossibilitando o alongamento da molécula de RNA quando esta
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atinge 2-3 nucleotideos de comprimento (HARTMANN et al., 1967;
CAMPBELL et al., 2001).

2.6 RESISTENCIA

Em 2015, estimou-me mundialmente a ocorréncia de 480.000
casos novos de TB-MDR e 100.000 casos de TB resistente a rifampicina
(TB-RR); do total de casos estimados, 3,9% eram referentes a casos
novos e 21% referentes a casos de retratamento. O nimero de 6bitos
estimados por TB-MDR/TB-RR foi de 250.000. Estimou-se que 9,5%
dos casos de TB-MDR possuiam TB-XDR (WHO, 2016). Em 2015
foram registrados no Brasil 1027 casos de TB resistente aos farmacos,
dos quais 46,3% eram referentes a monorresisténcia, 43% a TB-MDR,
7% a polirresisténcia, 0,8% a TB-XDR e 2,8% com resisténcia
indefinida (BRASIL, 2016).

A resisténcia aos farmacos antimicobacterianos é classificada em
resisténcia priméria e resisténcia adquirida (ou secundéria). A
resisténcia primaria é verificada em pacientes nunca tratados com
farmacos antimicobacterianos, os quais adquiriram a infeccdo por
bacilos previamente resistentes. A resisténcia adquirida é observada em
pacientes com TB inicialmente identificada como susceptivel, que, no
entanto, apos exposicdo aos farmacos, se torna resistente. Os principais
fatores relacionados ao surgimento da resisténcia adquirida séo: a
utilizacdo de esquemas de tratamento inadequados, o uso irregular dos
medicamentos por ma adesdo e dificuldade de acesso aos farmacos
(MITCHISON, 1998; DALCOLMO; ANDRADE; PICON, 2007,
BRASIL, 2011a).

M. tuberculosis € intrinsicamente resistente & maioria dos
antimicrobianos; esta resisténcia é geralmente atribuida a sua parede
celular relativamente impermeével, a qual proporciona uma barreira a
compostos nocivos, resisténcia ao dano e limita a captacdo de farmacos
(BRENNAN; NIKAIDO, 1995; PALOMINO; LEAO; RITACCO,
2007). Porinas distribuidas na membrana celular de M. tuberculosis
medeiam a difusdo de nutrientes hidrofilicos. Além destas porinas, M.
tuberculosis possui a OmpATb, uma porina de baixa atividade que é
essencial para a sobrevivéncia do microrganismo no ambiente
acidificado dentro dos fagossomos dos macrofagos (NIEDERWEIS,
2003). Aliados a permeabilidade seletiva da parede celular, sistemas de
efluxo contribuem para a resisténcia a compostos nocivos por meio da
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extrusdo, impedindo que estes compostos atinjam seus alvos. A
concentracdo intracelular de um dado composto resulta da combinagéo
entre permeabilidade e efluxo (NIKAIDO, 2001).

A resisténcia aos farmacos em M. tuberculosis ndo pode ser
adquirida por transferéncia horizontal de genes (ZAINUDDIN; DALE,
1990). Sendo assim, a resisténcia surge a partir de mutagdes espontaneas
e subsequente selecdo de mutantes resistentes. Alteracfes genéticas
especificas (mutacdo, insercdo ou delecdo) irdo modificar a estrutura da
proteina alvo dos farmacos, consequentemente influenciando a
eficiéncia destes (LOUW et al., 2009). As mutacGes cromossdmicas séo
a principal causa do surgimento de resisténcia aos antimicrobianos, com
a multirresisténcia sendo consequéncia do acUmulo sequencial de
mutacOes espontaneas nos genes que codificam tanto o alvo para o
farmaco quanto para enzimas envolvidas na sua ativacdo
(SOMOSKOVI; PARSONS; SALFINGER, 2001). Mais de 90% dos
isolados de M. tuberculosis resistentes a rifampicina possuem no
minimo uma mutagéo no gene rpoB. Em relacdo aos isolados resistentes
a isoniazida, 50-94% possuem no minimo uma mutacdo no gene katG,
10-35% possuem no minimo uma mutagdo no gene inhA e 10-40%
possuem no minimo uma mutagao no gene oxyR-ahpC (LI et al., 2015).

A resisténcia a rifampicina ocorre quase sempre devido a
mutagBes pontuais no gene rpoB, que codifica a subunidade f da RNA
polimerase micobacteriana, alvo deste farmaco (TELENTI et al., 1993).
A isoniazida é uma pro-droga e requer ativacdo pela enzima catalase-
peroxidase (KatG); seu alvo molecular é a enzima InhA, envolvida na
sintese do &cido micolico. Os principais mecanismos de resisténcia a
isoniazida sdo a ocorréncia de mutagdes nos genes que codificam o seu
ativador (gene katG) e alvo (gene inhA). A mutacdo mais
frequentemente encontrada no gene katG ocorre no cédon 315, a qual
acarreta substituicdo de uma serina por uma treonina (ZHANG et al.,
1992; SILVA; PALOMINO, 2011). A resisténcia a isoniazida também
tem sido associada & mutagBes nos genes ndh e oxyR-ahpC
(VILCHEZE; JACOBS, 2007).

2.7 BOMBAS DE EFLUXO
Células procariotas e eucariotas possuem um arranjo de sistemas

transportadores em sua membrana citoplasmética, envolvidos em
funcBes vitais como a absor¢do de nutrientes essenciais, excre¢do de
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compostos toxicos e manutencdo da homeostase celular. Analises
comparativas das sequéncias de aminoacidos de varias proteinas de
transporte tém possibilitado a identificacdo de classes e familias de
transportadores (PAULSEN; BROWN; SKURRAY, 1996).

As proteinas transportadoras de membrana sdo classificadas em
duas classes principais: Transportadores secundarios e Transportadores
do tipo ABC (ATP-binding Cassette) (PUTMAN; VAN VEEN;
KONINGS, 2000).

Os canais de transporte de elétrons (do inglés electron transport
chain — ETC) micobacterianos sdo responsaveis por gerar um gradiente
de prétons transmembranico (ApH), resultando em um potencial de
membrana (Ay); ApH e Ay constituem a forga motriz de prétons (do
inglés préton motive force — PMF). Os transportadores secundarios
utilizam o gradiente eletroquimico de protons H+ e ions sodio da
membrana celular para promover a extrusdo (a partir da PMF) (Figura 4)
(BLACK et al., 2014). Com base na estrutura primaria e secundéria, 0s
transportadores secundarios sdo subdivididos em familias: familia dos
Facilitadores Majoritarios (Major Facilitator Superfamily - MFS),
familia Resisténcia-nodulagdo-divisdo celular (Resistance Nodulation
Division - RND), familia de Extrusdo de Multidrogas e Compostos
Téxicos (Multidrug and Toxic Compound Extrusion - MATE) e familia
Small Multidrug Resistance (SMR) (MARQUEZ, 2005). As bombas de
efluxo (do inglés efflux pumps — EPs) da familia MFS sdo proteinas de
membrana constituidas por 12 a 14 regifes transmembranas e as EPs da
familia SMR possuem de 4 a 6 dominios transmembranicos. As
proteinas de membrana da familia RND se associam com outras
proteinas para formar um complexo de multisubunidades que alcanca
tanto as membranas internas quanto externas; € possivel que em
micobactérias tais proteinas se associem com a camada de &cidos
micélicos (do inglés mycolic acid layer — MA layer). Algumas proteinas
da familia MATE sdo dependentes da PMF enquanto outras atuam via
influxo de sodio (Figura 4) (BLACK et al., 2014).

Os transportadores do tipo ABC utilizam a energia proveniente
da hidrélise do ATP para ejetar compostos (Figura 4) (NIKAIDO, 1998,
2001; BLACK et al., 2014). Em M. tuberculosis, 2,5% do genoma total
¢ destinado a codificacdo de transportadores do tipo ABC. A
superfamilia ABC comporta 52 subfamilias de transportadores
responsaveis pela captacdo e extrusdo de uma grande variedade de
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substratos, incluindo drogas, aglcares, aminodacidos, ions metalicos e
peptideos (SILVA et al., 2011).
Figura 4 — Bombas de efluxo em M. tuberculosis
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Fonte: Black e colaboradores (2014).

MutacGes nos genes katG e inhA sdo responsdveis por
aproximadamente 75% dos casos de M. tuberculosis resistentes a
isoniazida. No entanto, em 25% dos casos ndo foram identificadas
mutacles que expliguem o fendtipo resistente (GUO et al., 2006).
Acredita-se que o aumento na expressdo de genes que codificam
bombas de efluxo possa estar envolvido em alguns casos de resisténcia
(LOUW et al., 2009; MACHADO et al., 2012).

Em geral, 0 aumento da atividade de sistemas de efluxo confere
baixo grau de resisténcia a antibidticos, contrastando com a resisténcia
de alto grau conferida pelas mutacdes nos genes que codificam alvos
primérios dos antibidticos (DE ROSSI et al., 2002). O aumento nha
atividade de efluxo resulta na reducdo das concentracbes
intrabacterianas do farmaco, o que pode propiciar a sobrevivéncia de
uma subpopulacdo bacteriana exposta a constante estresse em
decorréncia de concentragdes subinibitorias do farmaco. Durante esta
exposicdo, mutantes com alteracbes em genes que favorecem a
resisténcia podem ser selecionados, possibilitando o estabelecimento de
uma populacdo resistente que se torna clinicamente significante
(MARTINEZ; BAQUERO, 2000; VIVEIROS et al., 2002; WEBBER,;




44

PIDDOCK, 2003; SRIVASTAVA et al., 2010). Algumas bombas de
efluxo sdo especificas para certas familias de antibidticos, enquanto que
outras atuam na extrusdo de um amplo espectro de compostos
estruturalmente ndo relacionados e esta é uma caracteristica bem
conhecida das chamadas bombas de efluxo multidroga (GUPTA et al.,
2010a; CALGIN et al., 2013).

Prim (2014) avaliou 92 isolados de M. tuberculosis quanto a base
molecular da resisténcia a isoniazida e/ou rifampicina, por meio do
sequenciamento parcial dos genes associados a resisténcia. Os
resultados revelaram que, dos 91 isolados de M. tuberculosis resistentes
a isoniazida, 23 (25,3%) ndo apresentaram mutacdes nos genes
associados a esta resisténcia, a saber, os genes katG, inhA e ahpC. Dos
54 isolados resistentes a rifampicina, apenas trés (5,5%) nao
apresentaram mutagdes no gene rpoB (PRIM, 2014).

Em 1998, Cole e colaboradores sequenciaram 0 genoma
completo da cepa M. tuberculosis H37Rv, a cepa de referéncia. A partir
deste sequenciamento criou-se a base de dados TuberculL.ist, que fornece
informac®es detalhadas e atualizadas sobre 0 genoma de M. tuberculosis
(LEW et al., 2011). De acordo com as informagdes fornecidas pela base
de dados TubercuList e a revisdo bibliogréafica realizada, é atribuida a
varios genes possivel funcdo de codificacdo de proteinas de efluxo bem
como sua atuacdo no surgimento da resisténcia (DORAN et al., 1997,
VIVEIROS et al., 2002; CAMUS et al., 2002; JIANG et al., 2008;
LOUW et al., 2009; GUPTA et al., 2010a, 2010b; HAO et al., 2011;
MACHADO et al., 2012, 2016; RODRIGUES et al., 2012, 2013;
CALGIN et al., 2013; BLACK et al., 2014; CHO et al., 2014; L1 et al.,
2015; COELHO et al., 2015; GARIMA et al., 2015; KANJI et al.,
2016b).

Conhecer o papel do efluxo na resisttncia aos
antimicobacterianos em M. tuberculosis se faz necessario uma vez que a
sua inibicdo pode contribuir para melhorar a eficicia do tratamento
antimicrobiano e agir diretamente na supressdo da atividade fisioldgica
da bactéria (SILVA et al., 2016).

O gene jefA (Rv2459) foi identificando como provavel
codificador da proteina de efluxo jefA, membro da familia MFS. As
espécies M. ulcerans e M. vanbaalenii demonstraram proteinas com
sequéncias similares a jefA. Andlises de predicdo mostraram que jefA
possui 14 hélices transmembranas (TMHSs), sugerindo sua localizagdo e
atuacdo como proteina integral de membrana. A literatura sugere que 0s
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aminoacidos que formam as TMHs 1, 8 e 11 participam na
especificidade ao etambutol e os TMHs 2, 7 e 10 atuam na
especificidade a isoniazida. O aumento na transcricdo de jefA resulta na
elevacdo da resisténcia ao etambutol e a isoniazida, por um mecanismo
de extrusdo que contribui para o desenvolvimento da resisténcia a estes
farmacos (GUPTA et al., 2010b).

A bomba efpA, codificada pelo gene efpA (Rv2846c¢), pertencente
a familia MFS, que possui 529 aminoacidos e peso molecular de 55,670
Da. Analises de predicdo indicaram que efpA possui 14 hélices
transmembranas, localizadas no interior da membrana de M.
tuberculosis. (DORAN et al., 1997). Em estudo realizado por Doran e
colaboradores (1997) ndo foi possivel relacionar a funcao de efpA como
mediador de resisténcia a antibioticos e antissépticos, os estudos foram
realizados em espécies de micobactérias de crescimento lento e
crescimento rapido. Delecdo do gene efpA em M. smegmatis resultou em
aumento na susceptibilidade a acriflavina, brometo de etidio e
fluoroquinolonas. No entanto, esta dele¢do também resultou em reducéo
na susceptibilidade a rifampicina, isoniazida e cloranfenicol, tal achado
demonstra que resultados contraditorios podem ser encontrados em
estudos envolvendo diferentes espécies de micobactérias (LOUW et al.,
2009). Tem sido demonstrado que a exposicao de isolados resistentes de
M. tuberculosis frente a isoniazida resultou em inducéo da expressdo de
efpA (WILSON et al., 1999). No entanto, a relacdo entre esta inducéo e
0 mecanismo de resisténcia permanece questionavel (LOUW et al.,
2009).

Mmr é uma bomba de efluxo descrita inicialmente por De Rossi e
colaboradores (1988) e é a Unica proteina da familia SMR caracterizada
em M. tuberculosis. Quando sobre-expressa em M. smegmatis é capaz
de conferir resisténcia a tetrafenilfosfonium (TPP), ao Brometo de
Etidio, a Eritromicina, a Acriflavina, a Safranina O e a Pironina Y. O
gene mmr estd presente nas espécies M. simiae, M. gordonae, M.
marinum, M. bovis e M. tuberculosis (DE ROSSI et al., 1998). Em
presenca de Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP) e
Verapamil, a Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) de isolado
geneticamente modificado que superexpressava mmr foi reduzida
drasticamente em relacdo aos compostos Acriflavina, safranina O e
Brometo cetiltrimetil-aménio (CTAB), indicando que esta bomba é
dependente da forgca motriz de prétons para executar sua funcdo, como
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indicado para as proteinas da familia SMR (DE ROSSI et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2013).

A proteina bacA é um transportador priméario do tipo ABC
codificada pelo gene bacA (Rv1819c). bacA é uma proteina de
membrana associada a manutencdo de infecgdes cronicas em diversas
interacdes patdgeno-hospedeiro. Domenech e colaboradores (2009),
inativaram o gene bacA em M. tuberculosis e observaram que a
inativacdo ndo afetou a susceptibilidade a detergentes, pH &cido e zinco,
indicando que a delegdo deste gene ndo acarretou em comprometimento
da integridade da membrana. Quando ratos foram infectados com este
mutante ndo foi observado impacto no estabelecimento da infeccéo,
porém foi observado um profundo efeito na manutencdo da infeccéo
cronica (DOMENECH et al., 2009). Embora bacA néo pareca contribuir
diretamente para o efluxo dos farmacos ou efluxo de componentes da
parede celular; ela possivelmente estd envolvida no transporte de certos
peptideos antimicrobianos importantes em determinar a progressao da
infeccdo no hospedeiro (SILVA et al.,, 2011). Em 2013, Gopinath e
colaboradores estabeleceram o papel essencial do gene bacA na
captagdo da vitamina B12. Por ser um transportador da familia ABC,
bacA estd envolvida na captacdo de nutrientes e secrecdo de peptideos,
lipideos, ions e agente toxicos (GOPINATH et al., 2013). Foram
identificados como substratos da proteina bacA o0s peptideos
antimicrobianos e a isoniazida (JIANG et al., 2008).

O gene drrA, compde o operon de resisténcia a doxorrubicina,
drr, o qual codifica as proteinas drrABC, pertencentes a familia ABC. A
proteina drrA tem sido descrita como uma bomba de efluxo ativa,
envolvida no efluxo da doxorrubicina em M. smegmatis. A principal
funcdo fisioldgica das proteinas drr em M. tuberculosis parece estar
associada ao transporte de lipideos complexos para o exterior da célula.
O operon drr se encontra localizado no cluster dos 13 genes envolvidos
na biossintese e transporte dos lipidios ptiocerol dimicocerosato
(PDIMs) do citoplasma para a parede celular. Os PDIMs atuam na
permeabilidade da parede celular de M. tuberculosis e s&o um fator de
viruléncia bacteriano, sobretudo durante os primeiros estagios da
infeccdo, quando os bacilos se deparam com a resposta imune via
macréfagos (CAMACHO et al., 2001; CHOUDHURI et al., 2002;
SILVA et al., 2016). As proteinas drrA e drrB estdo relacionadas a
resisténcia a farmacos hidrofébicos (CHOUDHURI et al., 2002).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de expressdo de genes que codificam para
algumas bombas de efluxo em isolados clinicos de M. tuberculosis com
diferentes perfis de susceptibilidade a isoniazida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar e comparar os niveis basais de expressdo de cinco
genes codificantes para bombas de efluxo em isolados clinicos de M.
tuberculosis susceptiveis a isoniazida, com monorresisténcia primaria a
isoniazida e em isolados susceptiveis a isoniazida, porém provenientes
de pacientes com baciloscopia positiva ap6s o quarto més de tratamento
com o0 esquema basico.

Relacionar os niveis basais de expressdao de cinco genes
codificantes para bombas de efluxo em isolados clinicos de M.
tuberculosis ao perfil de susceptibilidade & isoniazida apresentados por
estes isolados.

Quantificar e comparar os niveis de expressdo de cinco genes
codificantes para bombas de efluxo em relacdo a cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv em isolados clinicos de M. tuberculosis susceptiveis
a isoniazida, com monorresisténcia primaria a isoniazida e em isolados
susceptiveis a isoniazida, porém provenientes de pacientes com
baciloscopia positiva ap6s o quarto més de tratamento com o esquema
bésico.

Relacionar os niveis de expressdo relativa a cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv de 5 genes codificantes para bombas de efluxo em
isolados clinicos de M. tuberculosis ao perfil de susceptibilidade a
isoniazida apresentados por estes isolados.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ASPECTOSETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica para
Pesquisa com Seres Humanos/UFSC em 10/03/2014 sob ndmero
25716113.7.0000.0121, como parte dos objetivos secundarios da
pesquisa “Avaliagdo da influéncia da delecdo RDRio e da concentragio
inibitéria minima na faléncia da resposta ao tratamento de primeira linha
de tuberculose pulmonar: uma coorte prospectiva de dois anos na
Grande Florian6polis/SC”, desenvolvida pela Doutoranda Mara Cristina
Scheffer, sob orientacdo da Profa. Dra. Maria Luiza Bazzo (Anexo A).

4.2 AMOSTRAGEM

Trinta isolados clinicos de M. tuberculosis e a cepa de referéncia
M. tuberculosis H37Rv foram obtidos a partir do banco de bactérias do
Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia
(LBMMS), laboratdrio integrante ao Departamento de Anélises Clinicas
(ACL), Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). As amostras foram isoladas de culturas
realizadas a partir do escarro coletado no momento do diagndstico,
sendo assim, os isolados foram obtidos anteriormente a introducéo da
terapéutica. Os isolados foram mantidos em agua sob congelamento a -
20°C até o inicio dos experimentos.

Os resultados dos perfis de sensibilidade aos farmacos
antituberculose foram fornecidos pelo Laboratério Central de Salde
Publica (LACEN) de Santa Catarina. Os perfis de sensibilidade foram
obtidos com a metodologia automatizada em sistema comercial
BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacteria Growth Indicator Tube
(Becton Dickinson, EUA). Os resultados da baciloscopia foram
fornecidos pelos laboratérios das unidades de sa(de que realizaram o
diagndstico da doenga.

Os isolados foram agrupados com base nos resultados da
baciloscopia de controle do segundo e quarto meses e teste de
sensibilidade (TS) aos farmacos. Os agrupamentos encontram-se
descritos na Figura 5.
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Figura 5 — Agrupamento das amostras com base nos perfis de

« Susceptivel a isoniazida. * Susceptivel a isoniazida. * Monorresisténcia

 Baciloscopia: negativa * Baciloscopia: positiva primdria 4 isoniazida
apos o segundo més de apds o quarto més de * Amostragem: 10
tratamento com o tratamento com o isolados (n” 21 ao 30)
esquema basico. esquema basico.

* Amostragem: 10 * Amostragem: 10
isolados (n° 1 ao 10) isolados (n° 11 ao 20)

Fonte: a autora
Os isolados foram avaliados quanto a susceptibilidade a isoniazida e aos demais
farmacos utilizados no tratamento de primeira linha.

As informacdes sobre o tratamento utilizado e desfecho dos casos
foram obtidas por meio da analise dos registros dos pacientes,
fornecidos pelo Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) da cidade
de Sdo José e Secretaria Municipal de Salde da Prefeitura de
Floriandpolis, ambos situados no estado de Santa Catarina (Quadro 2).
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Quadro 2 — Tratamento utilizado e desfecho dos casos incluidos no

presente estudo.
Identificagédo

do isolado Grupo Tratamento utilizado Desfecho do caso

1 Gl 2RHZE/ARH Evolugdo para cura
2 Gl 2RHZE/ARH Evolucéo para cura
3 Gl (ZiigéztiligRH (gEiEm's Evolugdo para cura
4 Gl 2RHZE/ARH Evolucéo para cura
5 Gl 2RHZE/ARH Evolucéo para cura
6 Gl 2RHZE/4RH Evolucéo para cura
7 Gl 2RHZE/ARH Evolucéo para cura
8 Gl 2RHZE/4RH Evolucéo para cura
9 Gl 2RHZE/ARH Evolucéo para cura
10 Gl 2RHZE/ARH Evolucéo para cura
11 G2 2RHZE/7TRH Evolugéo para cura
12 G2 2RHZE/7TRH Evolucéo para cura
13 G2 2RHZE/7RH Evolugéo para cura
14 G2 2RHZE/16RH Abandono

15 G2 2RHZE/7RH Evolugéo para cura
16 G2 2RHZE/4RH Evolucéo para cura
17 G2 2RHZE/2RH Abandono

18 G2 sigfgﬁbandono 30 Evolucéo para cura
19 G2 2RHZE/7RH (retratamento) Evolugéo para cura
20 G2 2RHZE/7RH Evolucéo para cura
21 G3 2RHZE/2RH (retratamento) Abandono

22 G3 2RZES/6RE Evolucéo para cura
23 G3 2RZES/6RE Evolucéo para cura
24 G3 2REL/4ARE Evolucéo para cura
25 G3 2RHZE/7TRH Evolugéo para cura
26 G3 2RHZE/4RH Evolugéo para cura
27 G3 2REL/?RE Abandono

28 G3 2RZES/2RE (retratamento) Abandono

29 G3 2RHZE/7TRH Evolugdo para cura
30 G3 2RHZE/7RH Evolugéo para cura

Os valores numéricos posicionados em frente aos esquemas de tratamento referem-se a
duragdo do tratamento, em meses. R — rifampicina; H — isoniazida; Z — pirazinamida; E —
etambutol; S — estreptomicina; L — levofloxacina.

Fonte: Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) da cidade de Sdo José e
Secretaria Municipal de Saude da Prefeitura de Florianépolis, Santa Catarina.

4.3 DESENHO DO ESTUDO
Trata-se de um estudo transversal observacional descritivo com

isolados de M. tuberculosis, divididos em trés grupos, como descrito na
secdo 5.2. Os isolados foram avaliados quanto a expressdo de cinco
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genes codificantes para proteinas de membrana do tipo bombas de
efluxo (Quadro 3). Os resultados obtidos foram avaliados por meio da
comparacao entre os diferentes grupos (Figura 6 A). As amostras foram
também avaliadas quanto a expressdo relativa a cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv, cepa susceptivel aos antimicobacterianos
empregados no tratamento da TB, a qual teve seu genoma inteiramente
sequenciado e disponibilizado (disponivel em
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000962.3> sob o numero
NC_000962.3) (Figura 6 B).

Quadro 3 — Genes codificadores de bombas de efluxo avaliados.

ggnmee €D Numero Rv f:gggﬂg:g ﬂleCBI Familia da Proteina Codificada
jefA Rv2459 NC_000962.3 Major Facilitator Superfamily (MFS)*
efpA Rv2846¢ NC_000962.3 Major Facilitator Superfamily (MFS)*
mmr Rv3065 NC_000962.3 Small Multidrug Resistance (SMR)*
bacA Rv1819c NC_000962.3 ATP-Binding Cassette (ABC)**

drrA Rv2936 NC_000962.3 ATP-Binding Cassette (ABC)**

*Proteinas transportadoras de membrana pertencentes a classe dos Transportadores
Secundarios. **Proteinas transportadoras de membrana da classe Transportadores do Tipo
ABC. NUmero Rv: Numero atribuido as Sequéncias Codificadoras (CDS - Coding DNA
Sequence) do genoma de M. tuberculosis.

Fonte: a autora.

Figura 6 — Analises comparativas empregadas no estudo.

Baciloscopia (+) ao
quarto més de
tratamento

24 de cada
isolado

G2

2%4%ada cepa de
referéncia M.
tuberculosis H37Rv

G1 G3 2440 e cada 240 de cada
isolado isolado
SI:ISEEFtWE\ a Monorresistente & Gl G3
isoniazida isoniazida

A) Andlise comparativa entre os grupos realizada a partir dos valores de 2-4¢9;
B) Analise de cada isolado em relagdo a cepa de referéncia M. tuberculosis
H37Rv a partir dos valores de 222C9 e andlise entre os grupos a partir dos
valores de 2-24€9, Fonte: a autora
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O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Biologia
Molecular, Microbiologia e Sorologia (LBMMS), localizado no
Hospital Universitario (HU/UFSC) e integrante ao Departamento de
Analises Clinicas (ACL), Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), situada na cidade de
Floriandpolis, Santa Catarina. Foram parceiros da pesquisa o Setor de
Tuberculose do Laboratério Central de Saude Pablica do Estado de
Santa Catarina (LACEN) e o Laboratério Municipal de Florianépolis -
LAMUF.

Os processos envolvidos na analise da expressao dos genes alvo
jefA, efpA, mmr, bacA e drrA se deu conforme descrito na Figura 7.
Figura 7 — Fluxograma dos procedimentos realizados.

Crescimento dos B
isolados Extracdo e
. o purificagdo do
(em duplicata bioldgica RNA total
n=62)
|
J
Tratamento das Avaliacdo da
amostras com qualidade do
enzima DNAse | RNA total
RT-gPCR
(em triplicata
técnica)

Legenda: RT-gPCR: Transcrigdo Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa em Tempo Real. Fonte: a autora.

4.4 CRESCIMENTO DOS ISOLADOS DE M. tuberculosis

Os isolados de M. tuberculosis obtidos a partir do banco de
bactérias do LBMMS foram descongelados e semeados em meio solido
Ogawa-Kudoh (Laborclin/Brasil). As culturas foram incubadas a 37°C
durante 28 dias (BRASIL, 2008). O meio Ogawa-Kudoh é um meio a
base de ovos, solucdo aquosa de verde malaquita (inibe microbiota
contaminante), Glicerol, Glutamato de Sédio, Citrato de Magnésio, agua
destilada e Fosfato Monopotéssico Anidro (ANVISA, 2012). As
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culturas foram preparadas em Cabine de Seguranca Bioldgica de Classe
Il Tipo B2, respeitando as boas praticas microbioldgicas (BRASIL,
2008).

Apos crescimento em meio sélido, as colbnias foram transferidas
a um tubo de vidro contendo pérolas de vidro com tamanho entre 1 e 2
mm (Sigma-Aldrich, EUA); em seguida o tubo foi homogeneizado em
agitador tipo vortex por 30 segundos e mantido em repouso por 15
minutos para prevenir o escape de aerosséis formados durante a agitacdo
(NOGUEIRA et al., 2012). Cerca de 4 mL de meio liquido Middlebrook
7H9 (Becton Dickinson, EUA) (suplementado com Acido Oleico,
Albumina, Dextrose, Catalase e Polissorbato 80, preparado in house)
foram adicionados as colénias e o tubo foi novamente homogeneizado
em agitador tipo vortex e mantido em repouso por mais 15 minutos.

Dois mL da suspenséo bacteriana foram inoculados em tubo de
fundo conico contendo 18 mL de meio Middlebrook 7H9, a mistura foi
homogeneizada e incubada a 37°C durante 7 dias. Ap0s este periodo, a
cultura foi homogeneizada e 2 mL foram transferidos para um novo tubo
de fundo cénico contendo 18 mL de meio Middlebrook 7H9. As
culturas foram novamente incubadas a 37°C durante sete dias, periodo
este em que atingiram a fase exponencial de crescimento; ao fim deste
periodo iniciou-se o processo de extracdo do RNA total (WILDNER,
2016). As amostras foram inoculadas em culturas independentes com
um intervalo de 48 horas entre elas (duplicata bioldgica). Durante a
realizacdo do estudo, os isolados ndo foram desafiados frente a
antibiéticos, pois, uma vez que foram coletados no momento do
diagndstico, ndo ocorreu contato destes com a terapia prescrita
posteriormente, sendo assim, 0 estudo procurou mimetizar as condi¢des
presentes in vivo, no que diz respeito a exposicdo a fArmacos.

45 EXTRAGCAO E PURIFICACAO DO RNA TOTAL

Para 0 sucesso da extracdo do RNA total quatro etapas séo
essenciais: a lise efetiva da célula, a inativacdo das ribonucleases
endégenas e exdgenas (RNases), a desnaturacdo de complexos
nucleoproteicos, e a remocao de DNA e proteinas. Além da degradacédo
enzimatica, o0 RNA liberado do bacilo pode sofrer degradacdo termal,
desta forma o tempo de extracdo deve ser o mais curto possivel
(MAHENTHIRALINGAM, 1998; SAMBROOK; RUSSELL, 2001;
WALKER, 2008).
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O espesso revestimento de lipideos da parece celular de M.
tuberculosis torna o bacilo resistente a lise, dificultando o processo de
extracdo do RNA, o qual passa a exigir o emprego de equipamentos
especificos que rompam a parede celular rapidamente (BRENNAN;
NIKAIDO, 1995; ABDALLAH et al., 2007; AKHTAR et al., 2011).
Grande parte dos trabalhos analisados neste estudo utilizaram
equipamentos de ruptura celular conhecidos como bead beaters
(MAHENTHIRALINGAM, 1998; DIETRICH et al., 2000; MCILROY
et al., 2008; WALKER, 2008; KASER et al., 2010; AKHTAR et al.,
2011; VENKATARAMAN; GUPTA; GUPTA, 2013). Tendo em vista
gue o LBMMS ndo possui equipamentos do tipo bead beaters, foram
testadas metodologias que dispensam o uso do equipamento, como lise
enzimatica a partir de lisozima associada a lise mecénica em banho
ultrassonico e lise mecénica em banho ultrassénico com e sem adicéo de
pérolas (silica/zirconia) associada ao Trizol e solu¢do de guanidina,
porém, ndo foi possivel isolar RNA total em concentracdo e pureza
requeridos a partir destas metodologias. A descricdo das metodologias
mencionadas, bem como os resultados obtidos encontram-se descritos
no Apéndice A. Por fim, foi feita parceria com o Laboratério de
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV) do
Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), UFSC,
0 qual emprestou o equipamento bead beater Precellys 24® (Bertin
Instruments, Franga) para que as extracbes pudessem ser realizadas.

O RNA total foi extraido a partir de culturas de Mycobacterium
tuberculosis em meio liquido Middlebrook 7H9 com base no método
Guanidina/Tri Reagent®/RNeasy Mini Kit (BUG@SBASE, 2016; LIFE
TECHNOLOGIES, 2012; SAMBROOK; RUSSELL, 2001; WALKER
et al., 2008). Imediatamente apds remocdo das culturas da estufa foram
adicionados ao tubo de cultura quatro volumes da solugdo desnaturante
de Tiocianato de Guanidina a 5M (Tiocianato de Guanidina, N-lauroyl-
sarcosina, 1M Citrato de Sdédio, Tween 80, B-mercaptoetanol). Em
seguida, a suspensdo bacteriana foi centrifugada a 1057 x g por 30
minutos. Parte do sobrenadante foi removido e o sedimento bacteriano
ressuspenso em 10 mL do sobrenadante restante. A suspensdo
bacteriana foi novamente centrifugada a 1057 x g por 20 minutos e todo
0 sobrenadante foi descartado. Foi adicionado ao sedimento 1,2 mL de
Tri Reagent® (Sigma-Aldrich, EUA) e a suspensédo foi congelada a -
80°C até que todas as amostras estivessem prontas para a etapa de lise.
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A suspensdo bacteriana foi descongelada e transferida para tubos
de lise [criotubos de 2 mL com tampa de rosca (Sarstedt, Alemanha)
contendo 500 uL de pérolas de silica/zirconio de 0,1 mm (BioSpec
Products Inc., EUA) lavadas previamente com Acido Cloridrico?], os
quais foram submetidos a agitacdo no equipamento Precellys 24®
(Bertin Instruments, Franga) a 6800 rpm por 3 ciclos de 30 segundos
cada (KASER et al., 2010). Ap0s agitacéo, os tubos foram incubados em
temperatura ambiente® por 5 minutos para que ocorresse a completa
dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. As culturas foram
manipuladas em Cabine de Seguranca Biolégica de Classe Il Tipo B2,
até que a lise fosse concluida.

Foram adicionados ao lisado 240 puL de Cloroférmio P. A.®
(Merck, Alemanha) e em seguida as amostras foram homogeneizadas
em agitador do tipo vértex por 15 segundos e incubadas por 10 minutos
a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 12000 x g por 15
minutos a 4°C, o que permitiu a visualizacdo de 3 fases: uma fase
organica inferior vermelha (contendo proteinas), uma interfase
(contendo DNA) e uma fase aquosa superior incolor (contendo RNA). A
fase aquosa foi transferida a um novo microtubo e foram adicionados
600 pL de 2-Propanol P. A. (Merck, Alemanha); as misturas foram
agitadas e incubadas overnight a -20°C para que ocorresse a precipitacdo
do RNA.

Apos incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por
10 minutos a 4°C, o que permitiu a visualizacdo do sedimento de RNA.
O sobrenadante foi removido e o sedimento lavado com adicdo de 1,2
mL de Etanol 75% gelado. As amostras foram agitadas em vortex e
centrifugadas a 7500 x g por 5 minutos a 4°C. Removeu-se
cuidadosamente o sobrenadante e o sedimento de RNA foi seco em
temperatura ambiente por 15 minutos. Por fim, foram adicionados ao
sedimento 100 pL de Agua RNase-DNase Free (Qiagen, Alemanha).

Para purificacdo do RNA total extraido foi utilizado o kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as orientagBes do fabricante.
Adicionou-se & amostra 350 pL de Buffer RLT e 250 pL de Etanol

45,8 M HCI: 1 volume de HCI concentrado para 1 volume de agua ultrapura

% Definiu-se como temperatura ambiente temperaturas entre 20°C e 25°C.
Todos os reagentes utilizados nos experimentos possuem grau de pureza
recomendado para biologia molecular
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100%. A mistura foi homogeneizada e transferida a coluna de
purificagdo acoplada ao tubo coletor. Em seguida, centrifugou-se a
10000 x g por 15 segundos. O contetdo do tubo coletor foi descartado e
foram adicionados a coluna 500 pL de Buffer RPE, a qual foi
centrifugada a 10000 x g por 15 segundos. O conteido do tubo coletor
foi novamente descartado e mais 500 pL de Buffer RPE foram
adicionados a coluna, a qual foi centrifugada a 10000 x g por 2 minutos.
A coluna foi transferida a um novo tubo coletor e centrifugada em
velocidade maxima (13148 x g) por 1 minuto. Por fim, a coluna foi
transferida a um microtubo e foram adicionados 30 pL de 4gua RNase-
DNase free (Qiagen, Alemanha), centrifugou-se a 10000 x g por 1
minuto e transferiu-se o volume eluido novamente a coluna; repetiu-se a
centrifugacdo e coletou-se 0 RNA eluido, o qual foi imediatamente
congelado a -80°C. Todas as centrifugacbes foram realizadas em
temperatura ambiente.

4.6 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS DE RNA COM ENZIMA
DNase |

Apesar de o processo de extragdo de RNA empregar reagentes e
Kit's que garantem a auséncia de contaminacdo por DNA gendmico, foi
feito tratamento das amostras com a enzima DNase | (endonuclease)
com o kit RQl RNase-Free DNase (Promega, EUA), seguindo as
orientacdes do fabricante. Aos 30 pL de RNA, foi adicionado 3,75 pL
de RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer e 3,75 puL de RQ1
RNase-Free DNase. A mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos e
3,75 uL de RQ1 DNase Stop Solution foi adicionado. Por fim ocorreu
incubacdo a 65°C por 10 minutos (PROMEGA, 2009). O RNA total
tratado foi aliquotado e armazenado a -80°C.

4.7 AVALIACAO DA QUALIDADE DO RNA TOTAL

Para técnicas como RT-qgPCR o RNA deve estar intacto para a
correta quantificacdo da expressdo génica de RNA mensageiros
(mRNA), consequentemente a checagem da qualidade e pureza do RNA
sd0 passos criticos na obtencdo de dados confidveis de expressdo génica
(JAHN; CHARKOWSKI; WILLIS, 2008). As amostras foram avaliadas
guanto & concentracdo e pureza no equipamento NanoVue™ Plus
(General Electric, EUA) e integridade por eletroforese em gel de
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agarose 1,2% com TAE 1x (20 mM Tris acetato, 0,5 mM EDTA, pH 8)
a 80 V por 30 minutos com Brometo de etidio incorporado ao gel
(Sigma-Aldrich, EUA). As bandas (23S/16S) foram visualizadas em
transluminador de luz ultravioleta (LAS 500 — General Electric, EUA)
(MANGANELLI et al, 1999; AKHTAR et al, 2011,
VENKATARAMAN; GUPTA; GUPTA, 2013).

Sabe-se que os &cidos nucleicos possuem absorbancia maxima no
comprimento de onda 260 nm, as proteinas a 280 nm e contaminantes
variados a 230 nm. A amostra foi considerada como “pura” para RNA
guando os valores da razdo Azsoso foram > 1,8. Valores baixos da
relacdo Azsorso indicam contaminacdo com proteinas (GE, 2007).

A presenca de contaminagdo por DNA gendmico foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose, de forma que a visualizacdo de material
genético nos pocgos de aplicagdo ou arraste imediatamente abaixo aos
pocos € indicativo de tal contaminacdo (APPLIED BIOSYSTEMS,
2001).

4.8 SINTESE DE cDNA

O RNA total extraido foi convertido em DNA complementar
(cDNA) a partir do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Life Technologies, EUA), seguindo orienta¢des do fabricante. Todas as
amostras foram diluidas de maneira a apresentarem concentracao fixa de
30 ng/uL; esta concentracdo foi determinada com base no fato de que
esta foi a menor concentragdo obtida no processo de extragdo. Para
preparo do 2X RT master mix, foram adicionados, por amostra: 2 uL de
10X RT Buffer, 0,8 uL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 uL de 10X RT
Random Primers, 1 uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase
(50U/uL), 1 puL de RNase Out (Life TechnologiessfEUA) e 3,2 uL de
Agua RNase-DNase Free (Qiagen, Alemanha). Foram distribuidos 10
uL de master mix em microtubos, aos quais foram adicionados 10 pL de
RNA previamente diluido, totalizando 20 pL de reagdo. As amostras
foram posicionadas em termociclador (Applied Biosystems®, EUA) e as
condi¢des de transcrigdo foram as seguintes: 25°C/10 minutos, 37°C/120
minutos, 85°C/5 minutos e 4°C/até a retirada das amostras do
termociclador. As amostras de cDNA foram diluidas (1:100), em agua
RNase-DNase Free (Qiagen, Alemanha), e armazenadas a -20°C até a
realizacdo da RT-qPCR.
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Para verificagdo de possivel contaminacio do RNA total extraido
por DNA gendmico, foi feito um pool de RNA para cada 10 amostras;
este pool foi submetido a reagdo de transcricdo reversa, porém,
substituiu-se a enzima MultiScribe™ Reverse Transcriptase por Agua
RNase-DNase free. Este cDNA foi denominado como controle de
contaminacdo por DNA (CCD) e foi utilizado nas reagdes de qPCR.

49 ANALISE IN SILICO DA ESPECIFICIDADE  DOS
OLIGONUCLEOTIDEOS  INICIADORES  (PRIMERS) E
FORMACAO DE ESTRUTURAS SECUNDARIAS

Para analise da expressdo dos genes jefA, efpA, mmr, bacA e drrA
foi adotado um conjunto de 3 genes de referéncia, 0s genes polA, sigA e
rrs’, escolhidos com base na literatura (MANGANELLI et al., 1999;
JIANG et al., 2008; GUPTA et al., 2010b; RODRIGUES et al., 2012;
GARIMA et al., 2015; LI et al., 2015).

As sequéncias dos iniciadores utilizados na avaliacdo dos
transcritos dos genes jefA, efpA, mmr, bacA, drrA, polA, siga e rrs foram
selecionadas a partir de dados publicados na literatura cientifica da area
(Quadro 4), e foram avaliadas quanto a especificidade por meio da
ferramenta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/),  disponibilizada pela base de dados GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A especificidade foi também
avaliada através da importacdo das sequéncias alvo da cepa de
referéncia H37Rv, disponiveis na base de dados Tuberculist
(http://tuberculist.epfl.ch/), e o alinhamento dos iniciadores frente a
estas sequéncias.

As sequéncias foram também analisadas quanto a possibilidade
de formacdo de hairpin, self-dimers e hetero-dimeros, através da
ferramenta OligoAnalyzer 3.1, disponibilizada pela empresa IDT
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), a qual também fornece as
temperaturas de dissociagdo e concentragao de CG de cada iniciador.

70 gene rrs codifica 0 RNA ribossomal 16S (rRNA 16S).
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Quadro 4 — Iniciadores utilizados para analise da expressdo basal de
genes por RT-qPCR.

Gene

jefA

efpA

mmr

bacA

drrA

polA

sigA

rrs

ID
GenBank

NC_0009
62.3

NC_0009
62.3

NC_0009
62.3

NC_0009
62.3

NC_0009
62.3

NC_0009
62.3

NC_0009
62.3

NC_0009
62.3

Sequéncia dos iniciadores (5°- 3°)

Senso —
GCTCTATTGTCTGTGTGCTACC
Antisenso -
CGCCCGTGCTTTCATTCG

Senso —
TAGGTTTCATCCCGTTCGTC
Antisenso -
TGACCAGGTTGGGGAAGTAG
Senso — AACCAGCCTGCTCAAAAG
Antisenso -
CAACCACCTTCATCACAGA
Senso —
GATCAGTGCCATCTGTGTGC
Antisenso -
TGTCGTTGCCTTGGTAGCTG
Senso —
TAGACATCGCGTGCGGATTGGT
Antis. -
GCGTGGTCAACAACGTGGCAAT
Senso —
GAGTTAGCGCGTATCGACTC
Antisenso -
TACCGGCACTTTCCATCTTC
Senso —
TCAAACAGATCGGCAAGGTAG
Antisenso -
CGCTAAGCTCGGTCATCAG
Senso —
CAAGGCTAAAACTCAAAGGA
Antisenso -
GGACTTAACCCAACATCTCA

Legenda: (pb) — tamanho do produto em pares de base

Produto

(pb)

146

177

221

200

147

88

108

197

Referéncia

(KARDAN
YAMCHI et
al., 2015)

(GUPTA et
al., 2010a)

(RODRIGU
ESetal.,
2012)

(GARIMA
et al., 2015)

(Lietal.,
2015)

(WILDNER,
2016)

(WILDNER,
2016)

(RODRIGU
ESetal.,
2012)

Todos os oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados pela

empresa Sigma-Aldrich (S&o Paulo/SP, Brasil) e diluidos em &gua
RNase-DNase Free (Qiagen, Alemanha) a uma concentragdo estoque de
100 pM. Para preparo da solucdo de trabalho, os iniciadores foram
diluidos a uma concentragdo de 10 pM.
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4.10 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA
EM TEMPO REAL (RT-GPCR)

A quantificacdo dos transcritos dos genes jefA, efpA, mmr, bacA,
drrA, polA, sigA e rrs foi obtida com a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR), utilizando-se 0 cDNA,
Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen®Thermo Fisher Scientific,
EUA) e o intercalante SYBR® Green | Nucleic Acid Gel Stain —
10.000X concentrado em DMSO (Applied Biosystems®/Thermo Fisher
Scientific, EUA). As reacdes foram realizadas no equipamento
Mastercycler® ep Realplex 4 (Eppendorf®, Alemanha) em placas de 96
pocos Axygen® 96 Well Polypropylene PCR  Microplate
(Axygen®/Corning Incorporated, EUA). Inicialmente, preparou-se a
mistura da reacdo, contendo: 3 pL de 1X SYBR® Green | (diluido em
agua RNase-Free no momento do uso); 0,3 uL de cada iniciador a 10
UM (concentragdo final de 0,2 uM); 0,3 uL de 5 mM dNTPs
(concentragdo final de 0,1 mM) (Qiagen®, Alemanha); 1,5 uL de
Tampédo 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI), 0,9 uL de 50
mM de MgCl, (concentracdo final de 3 mM) e 0,075 pL de 5 U/uL de
Platinum Taq DNA Polymerase (concentracdo final de 0,375 U)
(Invitrogen®Thermo Fisher Scientific, EUA); e 1,125 pL de 4gua livre
de DNase/RNase (Promega Corporation, EUA), para cada pogo de
reacdo. Em seguida, distribuiu-se 7,5 pL do mix aos pogos. Por fim,
adicionou-se 7,5 pL de cDNA (1:100) de cada amostra em seus
respectivos pocos, totalizando 15 pL de reagdo. A placa foi selada com
MicroAmp® Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems®/Thermo
Fisher Scientific, EUA) e centrifugada por 30 segundos a 300 x g. As
condi¢des de termociclagem foram as seguintes: ativacdo inicial da
enzima Platinum Tagq DNA Polymerase a 95°C por 15 minutos; 40
ciclos de desnaturacao a 94°C por 15 segundos, hibridizacdo a 60°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos; e curva de dissociacao
(ou curva de dissociagdo), com aquecimento gradual de 1°C a cada 15
segundos (de 65°C a 95°C) e monitoramento da fluorescéncia em cada
grau centigrado. Com o objetivo de avaliar a existéncia de
contaminacdo, para cada par de iniciadores foi inserida uma triplicada
da reacdo substituindo-se o cDNA por agua (controle sem amostra ou
no-template control). Os controles CCD, descritos na se¢do 6.5.5 foram
também avaliados para cada par de iniciadores. Os dados gerados foram
visualizados e analisados com o software Realplex versdo 2.2
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(Eppendorf®, Alemanha). As amostras foram avaliadas em duplicata
bioldgica e triplicata técnica, utilizando-se 0 RNA total obtido de duas
culturas independentes.

4.11 ANALISE DA ESPECIFICIDADE DOS INICIADORES APOS A
RT-GPCR

Além das andlises in silico descritas na se¢cdo 4.9, a
especificidade de todos os iniciadores empregados foi também validada
através de evidéncias experimentais diretas obtidas por meio da andlise
da curva de dissociacao, disponibilizada pelo software Realplex verséo
2.2 (Eppendorf®, Alemanha) e eletroforese em gel de agarose dos
produtos gerados durante a gPCR.

A curva de dissociacao (ou curva de melting) se molda em funcéo
da concentracdo de CG, comprimento e sequéncia do produto ou dimero
de iniciadores. A temperatura em que produtos de interesse, produtos
inespecificos e dimeros de iniciadores se dissociam varia em grande
escala, tornando possivel a diferenciagdo. Produtos inespecificos
geralmente se dissociam em temperaturas inferiores as temperaturas de
dissociacdo dos produtos de interesse (RIRIE; RASMUSSEN;
WITTWER, 1997). O software Realplex gera um gréfico de dissociagéo,
pelo qual é possivel identificar a presenga de picos que indicam a
temperatura de dissociacdo de cada produto formado ao fim dos 40
ciclos.

A eletroforese dos produtos formados foi feita em gel de agarose
2% com TBE 1X (89 mM Tris acetato; 20 mM EDTA, Acido Borico 89
mM, pH 8,0) e Brometo de Etidio (Sigma-Aldrich, EUA) incorporado
ao gel. O fracionamento eletroforético ocorreu a 80V por 40 minutos.
Os produtos foram visualizados sob luz ultravioleta de 320 nm em
sistema de foto-documentacdo de géis ImageQuant LAS 500 (General
Eletric,c EUA). Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por
comparagdo com marcadores de tamanho molecular (ladder) de 50 pb
(Ludwig Biotec, Brasil).

Somente 0s iniciadores que mostraram um pico Unico na curva de
dissociacdo e uma banda Unica de tamanho esperado no gel de agarose
foram validados para a analise (LEKANNE DEPREZ et al., 2002).
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4.12 ANALISE DAS EFICIENCIAS DAS REACOES DE RT-qPCR

A quantificagdo relativa da expressdo de um determinado gene
alvo em relacdo ao calibrador € determinada pelo método do Cq
comparativo, o qual é validado apenas se as eficiéncias de amplificacdo
do gene alvo e dos genes de referéncias forem aproximadamente iguais
(entre 1,8 e 2,0 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2001; LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

Curvas padrdo vém sendo utilizadas para determinar a eficiéncia
de amplificacdo da gPCR. Tais curvas podem ser geradas a partir do
emprego de concentragdes conhecidas de RNA total na reagdo de
transcricdo reversa ou através de diluicdo seriada de uma amostra de
cDNA. A eficiéncia da amplificacdo € determinada pela inclinacdo
(slope) da porcéo log-linear da curva e é calculada pela equacéo:
Eficiéncia = 10¢Yslore) (RAMAKERS et al., 2003). Por ser baseada em
diluicbes seriadas de uma Unica amostra de cDNA, a curva padréo
admite o viés de que contaminantes (sais, fenol, cloroférmio, etanol, etc)
gue reduzam a eficiéncia da reacdo sejam também diluidos, resultando
em melhor eficiéncia a cada diluicdo (RAMAKERS et al., 2003).

Uma abordagem alternativa para a determinagéo da eficiéncia da
reacdo de gPCR foi elaborada com base nos dados fluorométricos
detectados ao final de cada ciclo da reagdo. Esta abordagem encontra-se
disponivel no programa LinRegPCR- Analysis of quantitative qPCR
Data, versdo  2016.2  (disponivel para  download em
http://linregpcr.hfrc.nl) (RAMAKERS et al.,, 2003; RUIJTER et al.,
2009) e foi 0 método escolhido para calcular a eficiéncia das reacoes de
gPCR do presente estudo.

A andlise executada pelo programa LinRegPCR é baseada na
linearizacdo da férmula basica da amplificacdo exponencial da PCR?, de
maneira a calcular o logaritmo de ambos os lados da equacéo,
resultando na formula Log(Nc) = Log(No) + Log(E) x C, onde Nce C
sdo os dados da fluorescéncia detectados e o numero do ciclo,
respectivamente. Os valores brutos de fluorescéncia obtidos ao final de

8 Equacdo basica da cinética da PCR: Nc = Np x ES, onde a quantidade de
amplicon apds C ciclos (Nc) € igual a concentracdo inicial do amplicon (Ng)
multiplicado pela eficiéncia da PCR (E) na poténcia C.
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cada ciclo da reacdo de gPCR foram importados pelo software, o qual,
por poco de reacgdo, executou a corregdo do baseline. A porgdo log-
linear dos dados de fluorescéncia da qPCR foi determinada através da
delimitacdo de uma janela de linearidade, dentro desta, 0 programa
selecionou uma linha formada por 3 a 6 pontos com o maior valor de R?
e a inclinacdo maxima. Uma analise por regressao linear da inclinacao
da curva de amplificacdo na fase exponencial foi entdo formulada e
utilizada como base para calcular a concentracdo inicial de mMRNA, por
meio da equagio No = 10™e"*Pt ¢ g eficiéncia individual da PCR, através
da equagdo E = 10%°"¢, Por fim, o software calculou a média das
eficiéncias obtidas para cada par de iniciadores bem como a média dos
coeficientes de correlacdo (R2). Eficiéncias de 1,8 e 2,0 indicam 90% e
100% de eficiéncia, respectivamente. Uma eficiéncia de 2.0 indica que a
guantidade de produto duplica a cada ciclo. Iniciadores que obtiveram
valores de eficiéncia entre 1,8 e 2,0 e R? entre 0,990 e 0,999 foram
validados para utilizacdo no presente estudo (RAMAKERS et al., 2003;
RUIJTER et al., 2009).

4.13 DETERMINACAO DOS GENES DE REFERENCIA

Os genes de referéncia (ou normalizadores) inicialmente
propostos, polA, sigA e rrs, foram avaliados em reacGes de RT-gPCR.
Todas as amostras foram envolvidas nesta avaliagdo, em duplicata
bioldgica e triplicata técnica. A média dos valores de Cq obtidos por
amostra, para cada gene de referéncia avaliado, foi utilizada para
calcular o valor 22¢9, o qual foi analisado pela ferramenta geNorm
Visual  Basic  Application (VBA) para  Microsoft  Excel
(VANDESOMPELE; KUBISTA; PFAFFL, 2009). Tal ferramenta
calcula o valor da estabilidade de expressdo dos genes candidatos a
genes de referéncia para o perfil de amostras a serem utilizadas. O
software emprega um algoritmo que ranqueia os genes investigados de
acordo com sua estabilidade de expressao e associa 0s genes, de maneira
a definir o gene, ou a combinagéo de genes mais estavel. A estabilidade
é expressa como valor M (M-value), sendo que quanto menor o valor M,
melhor serd a estabilidade; além disso, o0 programa determina o nimero
apropriado de genes de referéncia que devem ser utilizados no processo
de normalizacdo. Esta avaliacdo foi utilizada na determinacdo dos genes
de referéncia do presente estudo. A média geométrica dos valores de Cq
do gene, ou combinagdo de genes indicados pelo software como sendo a
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mais estavel foi empregada na normalizacdo (VANDESOMPELE et al.,
2002; VANDESOMPELE; KUBISTA; PFAFFL, 2009). Durante a
realizacdo deste projeto, a ferramenta RefFinder
(http://ffulxie.Ofees.us/?type=reference), amplamente utilizada na
avaliacdo de genes de referéncia, encontrou-se indisponivel.

4.14 ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES jefA, efpA, mmr, bacA
E drrA

A expressdo dos genes alvo jefA, efpA, mmr, bacA e drrA foi
determinada a partir dos dados gerados na reacdo de RT-gPCR,
expressos em ciclo de quantificagdo (Cq), definido como o ciclo no qual
a fluorescéncia proveniente do produto amplificado encontra o limiar de
detecgdo. Os valores de Cq obtidos foram avaliados pelo método do Cq
comparativo, descrito por Livak e Schmittgen (2001). A média
geométrica dos valores médios de Cq dos genes de referéncia rrs, polA e
SigA (C(normalizador) Toi utilizada na normalizagdo (VANDESOMPELE et
al., 2002; VANDESOMPELE; KUBISTA; PFAFFL, 2009).

Para avaliagdo da expressdo basal do gene alvo em relagéo a cepa
de referéncia M. tuberculosis H37Rv adotou-se o calculo 2-22¢4, (Figura
8, A) (a cepa de referéncia foi utilizada como calibrador) e para
avaliacdo da expressdo génica basal entre os Grupos 1, 2 e 3 adotou-se 0
calculo 2-2Ca (Figura 8, B). Inicialmente, foi calculada a média® dos
valores brutos de Cqg, obtidos a partir da triplicata técnica para as
amostras “teste” (Cqreste) € cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv
(CQcalibrador). Tais médias foram entdo normalizadas com 0 C(normatizador,
originando o valor ACq. Por fim, os valores normalizados da amostra
teste e calibrador foram subtraidos de forma a obter o valor AACq, o
qual foi posteriormente linearizado (2-24¢9). Niveis de expressdo relativa
iguais a 1 indicaram que a expressdo foi idéntica entre amostra e
calibrador; niveis de expressdo inferiores a 0,5 e superiores a 2 foram
considerados subexpressdo e superexpressdo, respectivamente. Niveis
de expressdo relativa entre 0,5 e 1,8 foram considerados como expressao
similar (marginalmente superior ou inferior) a cepa de referéncia. Para o
método 249, os valores normalizados de cada amostra foram
diretamente linearizados (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

® Adotou-se no presente estudo desvio padrio < 0,3



66

Figura 8 — Representacdo dos calculos envolvidos no método do Cq
comparativo.
A B

-AACq 2-4Cq
AC(ltesre =€ (teste = C (Inormalizador AC (teste = Ctltcstc -C (Inormalizador
AC (Jcalibrador — C (Jcalibrador = C(]nonnalizador

AACq = ACqteste - ACcalibrador
Fonte: adaptado de Livak; Schmittgen (2001).

4.15 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software
Statistical Package for the Social Sciences v. 22 (SPSS Statistics 22%).
O programa GraphPadPrism v. 6 foi utilizado para a construcdo dos
graficos. Os resultados obtidos para cada replicata biolégica de uma
mesma amostra foram convertidos em média e desvio padrdo. A partir
destas médias realizou-se as analises estatisticas.

As amostras do presente estudo foram classificadas
estatisticamente como amostras ndo pareadas. O teste de Shapiro-Wilk
foi utilizado para a verificagdo da distribuicdo (paramétrica ou nao
paramétrica). A comparacao entre os grupos foi realizada pelos testes de
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Kruskall-Wallis. Foi adotado
nivel de significancia p < 0,05.
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5 RESULTADOS

51 ANALJSE DA ESPECIFICIDADE DOS INICIADORES,
EFICIENCIA DA REACAO DE RT-QPCR E ESCOLHA DOS
GENES DE REFERENCIA

Apos extracdo, o RNA total foi avaliado quanto a concentragéo e
pureza pelo equipamento NanoVue™ Plus (General Electric, EUA).
Todas as amostras se enquadraram satisfatoriamente no parametro
requerido, a saber, razdo Aosozeo > 1,8 (Figura 9, A). A partir desta
andlise, todas as amostras de RNA total foram diluidas a uma
concentracdo de 30 ng/uL (menor concentragdo obtida pds extragdo).
Para sintese de cDNA, foram utilizados 300 ng de RNA total. As
amostras foram também avaliadas quanto a integridade por eletroforese
em gel de agarose; com excecdo das amostras com baixa concentracéo
(35,4%), todas as demais demonstraram-se integras, exibindo duas
bandas distintas no gel, as bandas 23S e 16S (Figura 9, B). A avalia¢do
da auséncia de contaminacdo por DNA gendmico a partir dos controles
ndo reversamente transcritos foi satisfatoria, sendo que nenhum pool de
RNA total demonstrou amplificacdo (dados ndo apresentados).

Figura 9 — Concentracdo, pureza e integridade das amostras de RNA do
presente estudo.

A B
Semple d1 27
Concentration 277.6 ng-pl
Pathlength 0.5 mm
eIt HEHO
‘I- N "_’ 23S

16S

RZ60./AZ286 |R260A230
2.035 1.939

A) Concentragao e pureza avaliados pelo equipamento NanoVue™ Plus

B) Eletroforese em gel de agarose 1,2% com TBE 1X (89 mM Tris acetato; 20
mM EDTA, Acido bérico 89 mM, pH 8,0); 80V por 30 minutos com Brometo
de etidio incorporado ao gel (Sigma-Aldrich, EUA). Aplicacdo de 5 uL de RNA
em cada pogo (cada amostra apresentou uma concentracdo distinta).
Visualizagdo realizada em transluminador de luz ultravioleta (LAS 500 —
General Electric, EUA). TM: padrdo de tamanho molecular 100 pb; 1 e 2 —
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amostras de RNA demonstrando as bandas de RNA ribossomal 23S (superior,
3137 nucleotideos) e 16S (inferior — 1537 nucleotideos). Fonte: a autora

A especificidade dos iniciadores utilizados no estudo foi avaliada
pela anélise da curva de dissociacdo, gerada ao fim da reacdo de RT-
gPCR. Pela curva de dissociacdo é possivel identificar a presenca de
picos, que representam a temperatura de melting (Tm), definida como a
temperatura na qual 50% dos produtos formados durante a reacdo
encontram-se desnaturados. Esta avaliagdo € sensivel a minimas
diferencas entre os produtos formados, possibilitando distingui-los.
Todos os iniciadores empregados no presente estudo exibiram pico
Gnico no grafico da curva de dissociacdo, demonstrando sua
especificidade (formagdo de um Unico produto de interesse) bem como
garantindo a auséncia de dimeros de primers e produtos inespecificos
(Figura 10 e Figura 11). As temperaturas de dissociacdo averiguadas
encontram-se descritas na Tabela 4.



69

Figura 10 — Curvas de dissociacdo dos produtos gerados pelos
iniciadores referentes aos genes alvo jefA, efpA, mmr, bacA e drrA.
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Figura 11 — Curvas de dissociacdo dos produtos gerados pelos
iniciadores referentes aos genes de referéncia polA, sigA e rrs

. polA _|sigA
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Fonte: a autora.

De maneira complementar a analise da especificidade, o0s
produtos gerados pela reacdo de RT-gPCR foram também avaliados por
eletroforese em gel de agarose. Os produtos apresentaram banda Unica
no gel, correspondente ao tamanho esperado (Figura 12). Tal achado
reafirma a especificidade dos iniciadores escolhidos, validando a
utilizacdo desses nas reagdes de RT-qPCR.
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Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos gerados nas
reacOes de RT-qPCR dos genes alvo e genes normalizadores.

Eletroforese em gel de agarose 2% com TBE 1X (89 mM Tris acetato; 20 mM
EDTA, Acido bdrico 89 mM, pH 8,0) a 80 V por 40 minutos com Brometo de
etidio incorporado ao gel (Sigma-Aldrich, EUA). Visualizacdo realizada em
transluminador de luz ultravioleta (LAS 500 — General Electric, EUA). LD:
padrdo de tamanho molecular 100 pb; 1 — polA (produto 88 pb); 2 — sigA
(produto 108 pb); 3 — rrs (produto 197 pb); 4 — jefA (produto 146 pb); 5 — efpA
(produto 177 pb); 6 — drrA (produto 147 pb); 7 — mmr (produto 221 pb); 8 —
bacA (produto 200 pb). Fonte: a autora.

As eficiéncias das reacbes de RT-qPCR tanto para os genes-alvo
qguanto para os genes de referéncia, determinadas pelo software
LinRegPCR, demonstraram valores entre 90% e 100%, sendo entdo
validados para analise por meio do método do Cqg comparativo
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; RAMAKERS et al., 2003; RUNJTER
et al., 2009). O coeficiente de correlagdo reportado para todos os pares
de iniciadores foi superior a 0,990 (Figura 13; Tabela 1).
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Figura 13 — Software LinRegPCR: determinacdo da eficiéncia por poco
de reacdo.
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Software LinRegPCR: célculo da eficiéncia da reacdo por meio de regressdo
linear, a partir da inclinacéo da reta formada entre os pontos contidos na janela
de linearidade (na fase exponencial da curva de amplificacdo). Na parte inferior
da imagem observa-se pontos que correspondem as amostras. Por fim, foi feita a
média dos valores de eficiéncia e R% Fonte: a autora.

Tabela 1 — Valores de eficiéncia, coeficiente de correlagdo (R?) e
temperatura de dissociagao.

. 2 Temperatura

Eficiencia R de dissociacao
Genes Alvo
jefA 1,912 0,995 84,0°C
efpA 1,950 0,994 85,0 °C
Mmr 1,878 0,997 91,0°C
bacA 1,988 0,997 86,5 °C
drrA 1,908 0,998 85,5°C
Genes normalizadores
polA 1,893 0,998 89,0°C
SigA 1,907 0,992 90,0°C
rrs 1,913 0,998 85,0 °C

Como descrito na se¢do 4.13, os valores de M-value gerados a
partir do software geNorm classificaram a combinacgdo polA, sigA e rrs
como a mais estavel a ser adotada (Tabela 2). Sedo assim, para a etapa
de normalizacéo, foi utilizada a média geométrica dos valores de Cq dos
genes polA, sigA e rrs.
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Tabela 2 — Genes candidatos a normalizadores rrs, polA e sigA: valores
M-value para 0s genes e suas combinacGes, gerados pelo programa

geNorm.

Genes normalizadores M-value
rrs 0,484
polA 0,550
SigA 0,594
rrs+polA* 0,438
rrs+sigA* 0,403
polA+sigA* 0,517
rrs+polA+sigA* 0,374

*combinagdo de genes. O menor M-value corresponde ao gene ou a combinagéo
de genes mais estavel, e na tabela encontra-se em negrito. Fonte: a autora.

5.2 ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES ALVO jefA, efpA,
mmr, bacA E drrA

A expressao dos genes jefA, efpA, mmr, bacA e drrA foi avaliada
a partir dos dados gerados nas reagfes de RT-qPCR. Para cada amostra
foi calculada a média dos valores de Cq obtidos da triplicata técnica, a
qual foi normalizada pela média geométrica dos valores de Cq dos genes
normalizadores polA, sigA e rrs. Por fim, os dados foram linearizados a
24C4 e as duplicatas biolégicas foram convertidas em média e desvio
padrdo para realizacdo das analises estatisticas entre os diferentes grupos
do estudo (Apéndice B).

N&o houve diferenca nos niveis de expressdo basal dos genes
jefA, efpA e drrA entre os grupos 1 (isolados susceptiveis a isoniazida),
2 (isolados susceptiveis & isoniazida, porém provenientes de pacientes
com baciloscopia positiva apés o quarto més de tratamento com o
esquema basico) e 3 (isolados com monorresisténcia primaria a
isoniazida) (p > 0,05) (Figura 14). Em relacdo ao gene jefA, trés
isolados!® apresentaram desvio padrdo entre as triplicatas técnicas
superior a 0,3, sendo assim, estes isolados ndo foram incluidos nas
analises estatisticas.

10 Isolado n° 2, pertencente ao grupo 1 e isolados n° 22 e 28, pertencentes ao
grupo 3
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Figura 14 — Niveis de expressdo basal dos genes jefA, efpA e drrA nos
grupos 1,2 e 3.
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Para os genes jefA e efpA os valores de expressdo génica foram expressos em
mediana e interquartil. Para o gene drrA, o grafico foi construido com base nas
médias e desvio padrdo. Fonte: a autora.

Em relacdo ao gene mmr, observou-se niveis de expresséo basal
maiores no grupo 3 (24¢4 média: 7,7 x 10%) quando comparados ao
grupo 1 (224 média: 5,4 x 10#) (p = 0,024); para este mesmo gene, foi
excluida a amostra 4, por ser identificada estatisticamente como um
outlier e ndo foram incluidas nas analises estatisticas as amostras 11 e
30, por apresentarem desvio padrdo entre as triplicatas técnicas superior
a 0,3 (Figura 15).

Os valores de expressdo basal referentes ao gene bacA foram
maiores no grupo 1 (2-2¢1 média dos ranques: 13,7) quando comparados
ao grupo 3 (241 média dos ranques: 7,3) (p = 0,016). N&o foi observada
diferenca significativa nos niveis dos transcritos dos genes mmr e bacA
entre os isolados do grupo 2 para com os demais grupos (Figura 15).
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Figura 15 — Niveis de expressdo basal dos genes mmr e bacA nos
grupos 1,2 e 3.
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Valores de expressdo génica significativamente diferentes entre os grupos 1 e 3
(p<0,05). Dados expressos em média e desvio padrdo para 0 gene mmr e
mediana e interquartis para o gene bacA. Fonte: a autora.

As amostras foram também avaliadas quanto a sua expressdo em
relacdo a cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv; para tal analise, os
valores de ACq das amostras foram subtraidos pelo valor de ACq da
cepa de referéncia, resultando no valor AACq, o qual foi também
linearizado a 2244 (Apéndice C). De maneira adicional, a partir deste
resultado, foram feitas analises estatisticas dos valores encontrados entre
0S grupos.

Do total de 30 amostras avaliadas no estudo, 16 (56,3%)
apresentaram superexpressdo em relacdo a cepa de referéncia para um
ou dois genes; os valores de superexpressdo encontrados (expressos em
n-fold) variaram entre 1,98 e 3,7 vezes em relagdo & cepa de referéncia.
O gene mais frequentemente superexpresso foi o gene mmr (em 12
amostras), seguido do gene efpA (em 6 amostras) e jefA (em 2
amostras). O menor nivel de expressdo relativa encontrado foi de 0,16
vezes, referente ao gene bacA (amostra 11), e o maior nivel de
expressdo foi referente ao gene mmr (3,66 vezes). Quatro isolados
apresentaram superexpressdo para mais de um gene: a amostra 3,
sensivel a isoniazida, superexpressou 0s genes jefA e mmr; e as amostras
16 (grupo 2), 27 e 28 (grupo 3) superexpressaram 0s genes efpA e mmr
(Figuras 16).
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Figura 16 — Niveis de expressdo relativa dos genes jefA, efpA, mmr,
bacA e drrA em relagdo a cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv,
distribuidos em relagdo ao gene (colunas) e aos grupos (linhas).
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Expresséo relativa dos genes jefA, efpA, mmr, bacA e drrA em relacdo & cepa de
referéncia M. tuberculosis H37Rv; normalizados pela média geométrica dos
genes de referéncia polA, sigA e rrs. Valores expressos em 224¢9, O ensaio
ocorreu em duplicata biol6gica e triplicata técnica. Niveis de expressdo iguais a
1 indicam que a expresséo foi similar entre alvo e a cepa de referéncia, niveis
abaixo de 0,5 indicam subexpressdo e niveis acima de 2 indicam
superexpressdo. Na analise do gene mmr, a amostra 4 foi classificada como
outlier e foi excluida do estudo. Por apresentarem desvio padrdo entre as
triplicatas técnicas superior a 0,3, foram excluidos das analises estatisticas as
amostras de n° 2, 22 e 28, referentes ao gene jefA e as amostras de n° 11 e 30,
referentes ao gene mmr.

Em relacdo ao gene mmr, ndo foi possivel observar diferenca
entre os grupos, quando analisados quanto aos niveis de expressao basal
relativos a cepa de referéncia (p > 0,05). Dos 27 isolados analisados no
presente estudo para 0 gene mmr, cerca de 44,4% (12) apresentaram
aumento superior a duas vezes na expressdo em relacdo a cepa de
referéncia, com valores variando entre 2,00 e 3,66 vezes; e 55,5% (15)
apresentaram niveis de expressao similares (marginalmente superiores
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ou inferiores) a cepa de referéncia, com valores variando entre 0,86 e
1,90 vezes. A maioria das amostras (7) que superexpressaram o gene
mmr eram monorresistentes (monorresisténcia primaria) a isoniazida
(grupo 3), sendo que duas também superexpressaram transcritos do gene
efpA; com relacdo as demais amostras superexpressas, trés sdo do grupo
2, sendo que uma delas também superexpressou o gene efpA; e duas sdo
do grupo 1, sendo uma delas também superexpressa para o gene jefA
(Figuras 16 e 17).

Figura 17 — Perfil de expressao relativa do gene mmr em relacéo a cepa
de referéncia M. tuberculosis H37Rv.
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Valores de expressdo relativa > 2 foram considerados superexpressos em
relacdo & cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv e estdo transpassados no
grafico pelo traco de cor vermelha.

N&o foi possivel observar diferenca nos valores de expressdo
basal do gene jefA em relagdo a cepa de referéncia entre os grupos (p >
0,05). Dos 27 isolados analisados no presente estudo para o gene jefA,
foi observado que 92,5% (25) destes apresentaram niveis de expressao
similares & cepa de referéncia, com valores variando entre 0,54 e 1,36
vezes; e 7,5% (2) superexpressaram este gene, sendo que esta
superexpressdo foi observada nos isolados susceptiveis a isoniazida
(Figuras 16 e 18).
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Figura 18 — Perfil de expressdo relativa do gene jefA em relacdo a cepa
de referéncia M. tuberculosis H37Rv.
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Valores de expressdo relativa > 2 foram considerados superexpressos em

relacdo & cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv e estdo transpassados no
grafico pelo traco de cor vermelha.

A andlise dos transcritos do gene efpA ndo demonstrou diferenca
na expressdo deste (em relacdo a cepa de referéncia) entre os grupos
analisados no presente estudo (p > 0,05). Dos 30 isolados analisados
para 0 gene efpA, 80% (24) destes apresentaram niveis de expressdo
relativa similares a cepa de referéncia, com valores variando entre 0,71
vezes e 1,86 vezes. Seis isolados (20%) superexpressaram o gene efpA,
com niveis de expressdo relativa a cepa de referéncia variando entre
1,98 e 2,93 vezes; destes, 3 apresentavam monorresisténcia primaria a
isoniazida, um pertencente ao grupo 2, e dois isolados eram sensiveis a
isoniazida (Figuras 16 e 19).

Figura 19 — Perfil de expressao relativa do gene efpA em relacéo a cepa

de referéncia M. tuberculosis H37Rv.
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Valores de expressdo relativa > 2 foram considerados superexpressos em
relacdo a cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv e estdo transpassados no
gréfico pelo traco de cor vermelha.

Para 0 gene bacA se observou que os niveis de expressdo basal
relativa a cepa de referéncia encontrados no grupo 1 e 2 foram maiores
do que os observados no grupo 3. No entanto, 83,3% (25) das amostras
subexpressaram este gene em relacdo a cepa de referéncia, com valores
variando entre 0,16 vezes e 0,46 vezes. Cinco isolados (16,6%)
apresentaram niveis de expressdo relativa similares a cepa de referéncia
(Figuras 16 e 20).

Figura 20 — Perfil de expressdo relativa do gene bacA em relacdo a cepa
de referéncia M. tuberculosis H37Rv.
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Valores de expressdo relativa < 0,5 foram considerados subexpressos em
relacdo a cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv e estdo transpassados no
grafico pelo traco de cor vermelha.

Né&o foi possivel observar diferenca significativa nos niveis de
expressao relativa do gene drrA entre os grupos (p > 0,05), em relacdo a
cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv. Aproximadamente 26% (8)
dos isolados subexpressaram drrA em relacdo a cepa de referéncia, com
valores variando entre 0,31 e 0,49 vezes; 22 (73,3%) dos isolados
tiveram niveis de expressdo relativa similares & cepa de referéncia, com
valores entre 0,52 e 1,39 vezes (Figuras 16 e 21).
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Figura 21 — Perfil de expressdo relativa do gene drrA em relacdo a cepa
de referéncia M. tuberculosis H37Rv.
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Valores de expresséo relativa < 0,5 foram considerados subexpressos em

relacdo a cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv e estdo transpassados no
grafico pelo trago de cor vermelha.
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6 DISCUSSAO

Compreender 0S mecanismos atuantes nos processos que
favorecem a selecdo de mutantes e desenvolver estratégias de
enfrentamento a estes mecanismos é de suma importancia ao combate
do surgimento de casos de TB resistente. Diversos estudos apontam para
0 papel das bombas de efluxo como agentes favorecedores da selecdo de
mutantes, uma vez que estas acarretam na diminuicdo da concentragcdo
intracelular de farmacos. Em consequéncia, subpopulacfes bacterianas
sob constante estresse das baixas concentracfes de antibidticos, podem
vir a ser selecionadas, criando oportunidade para o surgimento/selecdo
de outros mecanismos de resisténcia. (LOUW et al., 2009; GUPTA et
al.,, 2010a; SRIVASTAVA et al.,, 2010; MACHADO et al., 2012).
Estudo desenvolvido por Machado e colaboradores (2012), demonstrou
que isolados clinicos de M. tuberculosis, quando expostos
sucessivamente a concentracfes subinibitorias de isoniazida,
responderam prontamente via efluxo frente a agentes toxicos como o
Brometo de Etidio ou isoniazida. No entanto, a medida que 0 processo
de exposicdo prosseguiu, os isolados clinicos demonstraram redugdo na
atividade de efluxo, sugerindo que o sistema de efluxo esta envolvido
como primeira resposta da bactéria ao estresse a isoniazida.

Com base nessas informacdes, 0 presente estudo objetivou avaliar
o0 papel das bombas de efluxo na faléncia terapéutica ao esquema basico
de tratamento, com enfoque na resisténcia a isoniazida. Para tanto,
foram selecionados isolados clinicos com perfis de sensibilidade
conhecidos, a saber, isolados susceptiveis & isoniazida (grupo 1),
isolados susceptiveis a isoniazida, porém provenientes de pacientes com
baciloscopia positiva ao quarto més de tratamento (grupo 2) e isolados
com monorresisténcia primaria a isoniazida (grupo 3). Tendo em vista
gue a presenca de baciloscopia positiva ao quarto més de tratamento €
sugestiva de faléncia terapéutica, e que é possivel que bactérias
respondam prontamente via efluxo & exposi¢do aos agentes tdxicos,
como a isoniazida, realizou-se a analise dos niveis dos transcritos de
genes codificadores para bombas de efluxo, a fim de se investigar o seu
papel na persisténcia da positividade da baciloscopia.

Grande parte dos estudos relacionados as bombas de efluxo em
M. tuberculosis sdo projetados com base na inducdo da expressao destes
genes frente aos farmacos antimicobacterianos (GUPTA et al., 2010;
COELHO et al., 2015). Outros estudos se basearam na quantificagéo dos
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niveis de expressdo basal desses genes em isolados clinicos (CALGIN et
al., 2013; KARDAN YAMCHI et al., 2015; LI et al., 2015).

Em relacdo ao gene mmr, os achados do presente estudo
corroboram os dados encontrados em estudos anteriores, 0s quais
relacionam a resisténcia aos farmacos a niveis aumentados de expressao
do gene mmr (GUPTA et al., 2010a; RODRIGUES et al., 2013;
COELHO et al., 2015; Ll et al., 2015).

Inicialmente foram comparados os niveis de expressao génica
basal do gene mmr (Rv3065) entre os diferentes grupos abordados no
estudo. Os niveis de expressdo basal do gene mmr estiveram
significativamente maiores nos isolados com monorresisténcia primaria
a isoniazida do que nos isolados susceptiveis (Figura 15). Nédo foi
encontrada diferenga significativa entre o grupo 2 com os demais
grupos. Poucos estudos realizaram abordagem semelhante; em um deles,
idealizado por Li e colaboradores (2015), foi demonstrado que os niveis
basais dos transcritos de certos genes de bombas de efluxo estavam
significativamente maiores nos isolados TB-MDR quando comparados
aos isolados susceptiveis, porém, nao foi observada esta relacdo para o
gene mmr, mas sim para os genes efpA, jefA, drrA, Rv0849, Rv1250,
p55, Rv1634, Rv2994, stp, pstB e drrB. Os isolados analisados no
presente estudo (isolados susceptiveis a isoniazida e isolados com
monorresisténcia primaria a isoniazida) e no estudo de Li e
colaboradores (isolados susceptiveis a isoniazida e isolados TB-MDR)
diferem quanto ao perfil de sensibilidade, sendo assim, sugere-se que a
divergéncia encontrada nos resultados esteja em parte relacionada a
variabilidade no perfil de susceptibilidade dos isolados analisados.

Apesar das divergéncias entre 0s genes que apresentaram
expressdo elevada nos isolados carreadores de resisténcia, os resultados
do presente estudo e também de Li e colaboradores (2015) apresentaram
relacdo significativa entre nivel de expressdo basal e o fendtipo
resistente. A partir das diferencas encontradas entre isolados TB-MDR e
susceptiveis, Li e colaboradores sugeriram que a quantificacdo dos
niveis de expressdo de genes de bombas de efluxo pode se tornar um
novo método para diagnosticar TB resistente; os dados gerados a partir
da quantificacdo poderiam ser Uteis na avaliacdo da efetividade da
associacdo entre medicamentos antimicobacterianos e inibidores de
bombas de efluxo.

Com relacdo a comparacdo da expressdo basal do gene mmr em
relagdo a cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv, ndo foi possivel
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observar diferenca significativa entre os grupos (p>0,05). Observou-se
gue 55,5% dos isolados apresentaram niveis de expressdo basal
similares (marginalmente superiores ou inferiores) & cepa de referéncia.
Doze isolados (44,4%) apresentaram superexpressdo para este gene em
relagdo a cepa de referéncia. Dos isolados que apresentaram
superexpressao, a maior parte (7) pertencem ao grupo 3. Em relagdo ao
grupo 2, trés isolados superexpressaram o gene mmr. Dois isolados do
grupo 1 superexpressaram 0 gene mmr sendo um deles também
superexpresso para o gene jefA (Figuras 16 e 17).

Resultados semelhantes aos do presente estudo foram
encontrados em estudo realizado por Coelho e colaboradores (2015), os
quais avaliaram cinco isolados TB-MDR quanto a expressdo génica
basal em relacdo & cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv; dos
isolados avaliados pelos autores, um apresentou superexpressao'l, que
foi observada para todos os genes analisados (mmr, jefA, efpA, p55 e
Rv1258c,); para as demais amostras, ndo foi observado aumento na
expressao dos genes. Quando exposto & concentragdo subinibitéria de
isoniazida, um isolado do estudo de Coelho e colaboradores (2015)
elevou seus niveis de expressdo para todos os genes analisados, sendo
gue os niveis de mmr foram elevados em 137,21 vezes, em relacdo ao
controle ndo exposto; este achado sugere que os isolados clinicos sdo
induzidos a expelir compostos toxicos possivelmente em decorréncia da
constante pressdo de antibioticos no cenério clinico (COELHO et al.,
2015).

Em trabalho realizado por Rodrigues e colaboradores (2013),
foram criados mutantes da cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv, 0s
quais perderam o gene mmr (mmrKQO) ou superexpressaram este gene.
Os resultados mostraram que ndo houve diferencas no perfil de
sensibilidade!? das cepas mmrKO em relagdo a cepa selvagem. A partir
deste e outros achados, os autores concluiram que a proteina de
membrana mmr ndo transporta diretamente a isoniazida, porém, ela
poderia transportar outros metabolitos, quer sejam derivados da
isoniazida ou gerados em resposta ao dano induzido por ela. Por fim, os
autores sugerem que a superexpressdo observada para 0 gene mmr em

1 valores acima de 1,15 vezes foram considerados como superexpressao

2.0 perfil de sensibilidade foi averiguado a partir da anélise dos resultados da
MIC, tempo de crescimento em meio solido, taxa de morte e ensaio de
competicdo em crescimento
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estudos em que os isolados foram expostos a isoniazida é decorrente de
uma resposta generalizada ao estresse causado pela exposicdo
prolongada a este farmaco e ndo pelo fato da isoniazida ser substrato de
mmr. Também é sugerido que esta proteina esteja envolvida no
transporte de componentes da parede celular e sua superexpressao
ocorra de maneira a compensar 0 dano causado pela acdo da isoniazida,
a qual afeta a producdo de é&cidos micolicos da parede celular
micobacteriana. De maneira semelhante, Li e colaboradores (2015)
sugerem que, em resposta ao dano causado pela acdo de doses subletais
de isoniazida a parede celular, M. tuberculosis reage de forma a elevar o
nimero de bombas de efluxo (ou combinagdes destas), no intuito de que
o farmaco seja expelido e diminua sua efetividade.

Gupta e colaboradores (2010a), avaliaram por microarray cinco
isolados clinicos TB-MDR quanto a expressao de genes de bombas de
efluxo durante estresse induzido pelos farmacos antimicobacterianos
mais comuns; 0 estresse causado pela isoniazida levou a
superexpressdo’® de cinco genes de bombas de efluxo, mmr, efpA, jefA,
bacA e Rv3728, em relacdo ao calibrador ndo exposto. Com foco em
mmr, estes mesmos autores observaram que a superexpressdo deste gene
esteve primariamente associada a isoniazida e etambutol, e apenas
marginalmente aos demais farmacos estudados.

Com algumas excecdes relacionadas a casos de retratamento (3
casos, Quadro 2), os isolados do presente estudo ndo foram expostos a
isoniazida, o que nos leva a pensar em quais fatores favoreceriam um
aumento dos niveis de expressdo basal do gene mmr nos isolados com
monorresisténcia primaria a isoniazida quando comparados aos isolados
susceptiveis. Sugere-se que 0s niveis aumentados de expressdo basal de
mmr associada a monorresisténcia primaria a isoniazida observada no
presente estudo possa estar relacionada a resposta bacteriana frente ao
estresse causado pela exposicdo a farmacos, apresentada no cenério
clinico anterior a infeccdo4, a qual, por meio da heranca epigenética,
torna-se evidente nos isolados obtidos dos pacientes com resisténcia
primaria a isoniazida. A regulagdo epigenética se define como o padréo

13 valores acima de 2 vezes foram considerados como superexpressao.

14 Os isolados deste estudo foram coletados de individuos no momento do
diagndstico, anterior ao tratamento, porém, os individuos transmissores desta
infecgdo poderiam estar em contato com os farmacos
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de expressdo génica herdado, na auséncia de mutacdo ou estimulo que
justifique esta expressdo (WATSON et al., 2008)

Sete dos nove isolados com monorresisténcia primaria a
isoniazida do presente estudo superexpressaram mmr quando
comparados a cepa de referéncia, sugerindo que este gene possa estar
envolvido com a resisténcia a isoniazida. Sugere-se também que,
mutacdes no gene Rv3066, regulador transcripcional do gene mmr,
possam ser responsaveis pela superexpressdo encontrada no presente
estudo. A proteina Rv3066, codificada pelo gene Rv3066, liga-se a
regido promotora do gene mmr, reprimindo sua transcrigio. E possivel
gue mutacbes no gene Rv3066, associadas a resisténcia, reduzam a
atividade repressora deste regulador (BOLLA et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2013).

Quando comparados 0s niveis de expressdo basal do gene jefA
(Rv2459) entre os grupos analisados no presente estudo, ndo foi
observada diferenca significativa (p > 0,05). Desta forma, ndo foi
possivel estabelecer uma relagdo entre a expressdo deste gene e o
fendtipo de resisténcia apresentado pelos isolados (Figura 14). Estudo
semelhante avaliou a expressdo basal de jefA em isolados TB-MDR e
susceptiveis; os resultados demostraram que jefA foi significativamente
mais expresso nos isolados TB-MDR (LI et al., 2015), resultado este
discordante dos achados do presente estudo.

Os niveis de expressdo basal de jefA foram também comparados a
cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv; ndo foi possivel observar
diferenca significativa entre os grupos (p>0,05). Observou-se que 92,5%
dos isolados clinicos apresentaram niveis de expresséo similares a cepa
de referéncia. Dois isolados susceptiveis (7,4%) superexpressaram o
gene jefA com relacdo a cepa de referéncia (Figuras 16 e 18). Resultados
divergentes foram encontrados por Kardan Yamchi e colaboradores
(2015), os quais avaliaram os niveis de expressdo basal de cinco genes
preditos como codificadores de bombas de efluxo, em isolados clinicos
de M. tuberculosis resistentes (20 isolados TB-MDR e 1 isolado TB-
XDR) e susceptiveis (10 isolados); dentre eles, foi avaliada a expresséo
do gene jefA. Os niveis de expressdo observados em todos isolados
clinicos, tanto resistentes quanto susceptiveis foram significativamente
maiores do que 0s niveis observados na cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv (KARDAN YAMCHI et al., 2015).

Dos cinco isolados TB-MDR analisados por Coelho e
colaboradores (2015), foi observada superexpressao de jefA em relacdo
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a cepa de referéncia em apenas um deles (5 vezes). Quando estes
mesmos isolados foram expostos a concentragdes subinibitérias dos
farmacos mais comumente utilizados no tratamento da TB, foi
observada superexpressdo de jefA em relacdo ao controle ndo exposto,
em dois isolados, para os farmacos rifampicina (16,59 vezes) e
ofloxacina (2,96), porém ndo foi observada superexpressdo quanto ao
farmaco isoniazida (COELHO et al., 2015).

Em estudo descrito anteriormente, Gupta e colaboradores (2010a)
observaram por microarray, que a expressdo de jefA foi induzida, em
todos os isolados TB-MDR, apenas quando expostos a isoniazida (7,4
vezes), no entanto, os dados expressos na validagcdo por gPCR foram
divergentes, mostrando inducdo pelos farmacos isoniazida (5,1 vezes),
etambutol (10,3 vezes) e estreptomicina (2,3 vezes). Estes autores
sugerem que a proteina jefA atua com mecanismos semelhantes no
efluxo dos farmacos isoniazida e etambutol, tendo em vista que ambos
os farmacos interferem na parede celular de M. tuberculosis; em rela¢&o
a estreptomicina, este gene parece estar pouco envolvido na sua
resisténcia, uma vez que os niveis de expressao relativa foram similares
ao controle ndo exposto (1,93 vezes) (GUPTA et al., 2010a). Em outro
estudo, Gupta e colaboradores (2010b) investigaram especificamente o
papel da proteina jefA como bomba de efluxo, por meio da clonagem de
vetor superexpresso para o gene jefA em M. tuberculosis H37Rv; os
resultados demonstraram que a MIC dos farmacos isoniazida e
etambutol foram elevadas nos isolados clonais e em presenca de
inibidores de efluxo observaram valores diminuidos da MIC. Por fim, os
autores indicam que jefA atua de forma alternativa/adicional na
resisténcia a isoniazida e etambutol, sugerindo que seu mecanismo seja
por extrusdo dos farmacos (bomba de efluxo), e que por ser pouco
semelhante as proteinas humanas, esta pode se tornar um alvo
terapéutico potencial (GUPTA et al., 2010b).

Nos estudos descritos anteriormente, ndo ha indicacdes de que 0s
isolados TB-MDR sob investigacdo eram provenientes de pacientes com
resisténcia priméria, desta forma, pode-se inferir que os padrBes de
expressdo observados podem ser decorrentes da exposicdo a farmacos
durante o tratamento. Os isolados monorresistentes a isoniazida
analisados no presente estudo provém de pacientes em resisténcia
priméria, 0 que nos permite sugerir que os niveis reduzidos de expressdo
de jefA com relacdo aos demais estudos possam ser justificados pela



87

auséncia de exposicdo a isoniazida e etambutol, os quais estdo
relacionados a superexpressdo de jefA.

A analise dos transcritos do gene efpA (Rv2846) ndo demonstrou
diferenca significativa na expressdo basal deste entre 0s grupos
analisados no presente estudo (p > 0,05) (Figura 14). Resultados
divergentes foram encontrados por Li e colaboradores (2015), os quais
observaram niveis de expressdo basal para efpA significativamente
maiores no grupo dos isolados TB-MDR em relagdo ao grupo
susceptivel®s.

Quando analisados em relacdo a cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv, ndo foi possivel observar diferenca significativa
nos niveis de expressao relativa do gene efpA entre os grupos (p>0,05).
Um percentual de 80% dos isolados apresentaram niveis de expressao
relativa similares a cepa de referéncia. Seis isolados superexpressaram o
gene efpA; destes, 3 eram monorresistentes a isoniazida, um pertencente
ao grupo 2, e dois isolados eram sensiveis & isoniazida (Figuras 16 e 19).
Observou-se que a superexpressdo foi heterogénea em relagéo ao perfil
de resisténcia.

Dos cinco isolados TB-MDR analisados por Coelho e
colaboradores (2015) em relagdo a cepa de referéncia, um demonstrou
superexpressao para todos os genes analisados, no entanto, os niveis de
expressdo relativa encontrados para o gene efpA foram os menores (2
vezes). E interessante observar, que quando exposto a concentragdes
subinibitérias de farmacos, 0 mesmo isolado citado anteriormente ndo
apresentou superexpressdo para este gene, estando subexpresso'®; neste
mesmo estudo, outro isolado apresentou elevacdo nos niveis de
expressao de efpA quando exposto a farmacos (56,8 vezes para
rifampicina e 10,41 vezes para isoniazida).

Todos os cinco isolados TB-MDR avaliados por Gupta e
colaboradores (2010a) apresentaram niveis de expressao elevados para o
gene efpA quando expostos a isoniazida, em relacdo ao calibrador nédo
tratado (superexpresséo de 4,2 vezes); por fim, os autores concluem que
a proteina efpA atua de forma alternativa/aditiva nos mecanismos de
resisténcia a isoniazida.

Viveiros e colaboradores (2002) induziram isolados clinicos
susceptiveis provenientes de paciente ainda ndo tratados e a cepa de

5 Mediana dos valores 2-2°T — Grupo TB-MDR: 6,49; Grupo susceptivel: 1,39
16 Subexpressdo de 0,07 vezes para isoniazida e 0,01 vezes para Rifampicina
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referéncia M. tuberculosis H37Rv a se tornarem resistentes a isoniazida
por meio da exposicdo gradual a concentragbes crescentes deste
farmaco. Subsequentemente, Rodrigues e colaboradores (2012)
avaliaram os niveis de expressdo de genes®’ codificadores de bombas de
efluxo nesses isolados. A exposicdo a isoniazida levou a superexpressao
de todos os genes avaliados na cepa de referéncia e em um dos isolados
clinicos induzidos, com valores de 6,8 e 4,7 vezes para 0 gene efpA e
37,9 e 31,1 vezes para 0 gene mmr. Contudo, ndo foi observada
superexpressao para os genes efpA e mmr no segundo isolado clinico
induzido. Os autores sugerem que as diferengas encontradas nos perfis
de expressdo sdo fruto das diferentes pressdes ambientais as quais o0s
isolados foram expostos, nos cenarios clinico e laboratorial, e que a
superexpressao de bombas de efluxo frente a antibidticos parece estar
mais relacionada a uma resposta generalizada ao estresse do que uma
resposta especifica de uma bomba em particular. Com base nisto, 0s
autores sugerem que o perfil de expressdo observado sob exposicdo a
isoniazida depende do gendtipo de cada isolado e ndo da exposicdo a
este farmaco em especifico.

Os niveis de expressdo encontrados para o gene efpA no presente
estudo foram majoritariamente similares aos da cepa de referéncia. Com
excecdo de um isolado de Coelho e colaboradores (2015) com
superexpressao de 10,41 vezes, foi observada superexpressdo maxima
para o gene efpA de 6,8 vezes nos estudos mencionados anteriormente;
observa-se entdo que os niveis de elevacdo da expressdo do gene efpA
foram inferiores aos apresentados por mmr. Apesar dos achados de Li e
colaboradores (2015) indicarem relacéo significativa entre a expresséo
de efpA e resisténcia, e Gupta e colaboradores (2010a) encontrarem
superexpressao de efpA em todos os isolados analisados, observa-se
também, com base nos resultados demonstrados por Coelho e
colaboradores (2015) e Rodrigues e colaboradores (2002), que ocorreu
grande variabilidade no perfis de expressao entre os isolados analisados,
0 que demonstra que fatores intrinsecos (gendtipo) e pressdes
ambientais anteriores a andlise podem ter interferido na resposta de cada
isolado frente ao estresse causado pelo farmaco. Por fim, sugere-se que

1 efpA, mmr, p55, Rv1i258c e mmpL7. Normalizador: 16S rRNA.
Superexpressdo: niveis > 4
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o perfil de expressdo encontrado no presente estudo para o gene efpA
esta ligado as caracteristicas genotipicas e epigenéticas de cada isolado
analisado, adicionado as condi¢fes as quais estes isolados foram
expostos clinicamente e laboratorialmente (no que diz respeito a néao
exposicdo a isoniazida), 0 que ndo propiciou a superexpressao deste
gene neste cendrio. A literatura analisada sugere fortemente a relagdo
deste gene como mecanismo adicional/alternativo a resisténcia a
isoniazida (DORAN et al., 1997; WILSON et al., 1999; GUPTA et al.,
2010a; RODRIGUES et al., 2012; COELHO et al., 2015; LI et al., 2015;
MACHADO et al., 2016).

Os niveis basais dos transcritos do gene bacA (Rv1819c)
estiveram  significativamente  menores nos  isolados  com
monorresisténcia primaria a isoniazida quando comparados aos isolados
susceptiveis (p < 0,05) (Figura 15). Jiang e colaboradores (2008)
analisaram o0s niveis de expressdo basal do isolado clinico M.
tuberculosis 1499 (TB-MDR) e da cepa de referéncia M. tuberculosis
H37Rv, e observaram que os niveis de expressdo*® do isolado TB-MDR
estiveram significativamente inferiores aos niveis da cepa de referéncia.
Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos resultados
encontrados por Jiang e colaboradores (2008), uma vez que, ainda que o
perfil dos isolados seja diferente, os niveis de expressdo do gene bacA
nos isolados susceptiveis foram superiores aos isolados resistentes, quer
sejam eles monorresistentes ou TB-MDR.

Tendo em vista a expressdo basal do gene bacA em relacdo a cepa
de referéncia M. tuberculosis H37Rv, observou-se que 0s niveis de
expressao relativa encontrados no grupo 1 e 2 foram significativamente
maiores do que os observados no grupo 3. Vinte e cinco amostras
(83,3%) subexpressaram o gene bacA em relacdo a cepa de referéncia
(Figuras 16 e 20). Jiang e colaboradores (2008) observaram que quando
exposto a farmacos, o isolado clinico TB-MDR 1499 apresentou
aumento nos niveis de expressdo do gene bacA em presenca da
isoniazida, porém ndo respondeu a rifampicina, indicando que este gene
possa estar envolvido no efluxo da isoniazida. Em estudo realizado por
Gupta e colaboradores (2010a), num total de cinco isolados TB-MDR
expostos a farmacos, foi observada inducdo do gene bacA em quatro

18 Os dados quantitativos sdo a razdo do nimero de cépias do gene alvo/niimero
de copias do gene 16S rRNA
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isolados em relagdo a isoniazida e em dois isolados em relacdo a
rifampicina; os autores concluiram que ndo houve um padrdo
consistente e fixo de inducéo do gene bacA nos isolados expostos a estes
dois farmacos.

Garima e colaboradores (2015) expuseram a cepa de referéncia
M. tuberculosis H37Rv a diferentes concentracdes subinibitorias de
isoniazida, estreptomicina, rifampicina e etambutol. O gene bacA foi
superexpresso frente a isoniazida, sendo que 0s niveis de expressdo
apresentados foram proporcionais ao aumento da concentracdo do
farmaco. bacA foi também superexpresso quando exposto a rifampicina,
porém a superexpressdo observada foi inversamente proporcional ao
aumento da concentracdo do farmaco; para este achado, os autores
justificam que as crescentes concentragdes de rifampicina levam a
crescente inibicdo da transcricdo, em consequéncia, a transcrigdo de
genes de bombas de efluxo é também reduzida.

Gopinath e colaboradores (2013), ocasionaram mutacoes
randémicas no genoma de M. tuberculosis visando identificar quais
genes estariam relacionados a deficiéncia na captacdo de vitamina B12
exogena, in vitro. Os resultados revelaram que inser¢des no gene
Rv1819c eram responsaveis por esta deficiéncia. Subsequentemente, os
autores promoveram a delecdo do gene Rv1819c, eliminado a habilidade
de M. tuberculosis transportar vitamina B12 e outros corrindides in
vitro. Este achado estabeleceu o papel essencial do gene Rv1819c na
captacdo da vitamina B12 (GOPINATH et al., 2013). Por ser um
transportador da familia ABC, bacA estd envolvida na captura de
nutrientes e secregdo de peptideos, lipideos, fons e agente toxicos.
(JIANG et al., 2008).

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que niveis
reduzidos de expressdo do gene bacA estdo relacionados com a
resisténcia primaria a isoniazida. Sugere-se também que bacA possa
sofrer supressdo de sua expressdo em isolados com monorresisténcia
priméria & isoniazida.

Os niveis de expressdo basal observados em 83,3% dos isolados
clinicos, tanto monorresistentes quanto susceptiveis foram menores do
gue os niveis observados na cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv.

Com base nos resultados do presente estudo e dos estudos
mencionados anteriormente levanta-se a questdo de quais mecanismos
associados a resisténcia estariam reduzindo a expressdo do gene bacA
nos isolados resistentes ndo expostos a farmacos em relagéo aos isolados
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susceptiveis, porém, aumentado sua expressao frente a exposicdo a
farmacos. Sugere-se que: (1) a redugdo nos niveis de expressao de bacA
nos isolados resistentes decorre dos custos gerados por possiveis
mutacdes, as quais conferem resisténcia, porém, acarretam prejuizos ao
fitness bacteriano; (1) isolados susceptiveis direcionam seu perfil
transcricional majoritariamente as fungdes vitais/basais da célula,
enquanto que isolados resistentes moldam seu perfil transcripcional de
maneira a superexpressar alguns genes associados a resisténcia em
detrimento de certos genes (subexpressar genes que ndo sdo vitais),
entretanto, frente a exposicdo ao farmaco, o perfil é redirecionado para
combater a atuacdo deste. Como bacA estd envolvido em funcgdes
nutricionais e atua como bomba de efluxo, ele é subexpresso em
isolados resistentes, mas, em presenca do farmaco, ele passa a ser
superexpresso; (1) os isolados monorresistentes do presente estudo
subexpressaram bacA em decorréncia de mecanismos associados a sua
resisténcia, e por serem provenientes de pacientes em resisténcia
primaria, ndo foram expostos a farmacos, sendo assim, nao
superexpressaram bacA; (IV) a diminuicdo da expressdo de bacA
ocorreu de forma a compensar o0 gasto energético envolvido na
superexpressao de outras bombas de efluxo, como por exemplo, mmr.

Quando comparados os niveis de expressdo basal do gene drrA
(Rv2936) entre os grupos analisados no presente estudo, ndo foi
observada diferenga significativa entre estes (p > 0,05), desta forma, ndo
foi possivel estabelecer uma relacdo entre a expressdo deste gene e o
fendtipo de resisténcia apresentado pelos isolados (Figura 14).
Resultados semelhantes foram encontrados por Calgin e colaboradores
(2013), os quais investigaram os niveis de expressdo basal de 15 genes
preditos como codificadores de bombas de efluxo, em isolados clinicos
susceptiveis e resistentes (TB-MDR) de M. tuberculosis. Entre estes
genes foi investigado em comum ao presente estudo o gene drrA. Os
autores ndo observaram diferenca significativa entre os niveis de
expressao do gene drrA entre os isolados susceptiveis e resistentes.
Resultados distintos foram encontrados por Li e colaboradores (2015),
0S quais observaram niveis de expressdo basal do gene drrA
significativamente maiores nos isolados TB-MDR quando comparados
aos isolados susceptiveis.

Quando analisados em relacdo a cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv, ndo foi possivel observar diferenca significativa
nos niveis de expressao relativa do gene drrA entre os grupos (p>0,05).
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Oito (26,6%) isolados subexpressaram drrA em relacdo a cepa de
referéncia e 73,3% (22) tiveram niveis de expressdo relativa similares a
esta (Figuras 16 e 21). Resultados divergentes foram encontrados por
Calgin e colaboradores (2013) em estudo descrito anteriormente, 0s
quais observaram que os niveis transcricionais basais do gene drrA, em
todos os isolados clinicos, foram superiores aos niveis observados nas
cepas de referéncia M. tuberculosis H37Rv (ATCC 25618, ATCC
25177, e M. tuberculosis H37Rv Pasteur Institute RSKK 598) (CALGIN
etal., 2013).

O gene drrA, compde o operon de resisténcia doxorrubicina, drr,
0 qual codifica as proteinas drrABC. O operon drr se encontra
localizado no cluster dos 13 genes envolvidos na biossintese e
transporte dos lipidios ptiocerol dimicocerosato (PDIMs) do citoplasma
para a parede celular. Os PDIMs atuam na permeabilidade da parede
celular de M. tuberculosis e sdo um fator de viruléncia bacteriano,
sobretudo durante os primeiros estagios da infecgdo quando os bacilos
se deparam com a resposta imune via macrofagos (CAMACHO et al.,
2001; SILVA et al., 2016). Choudhuri e colaboradores (2002)
demonstraram que o complexo proteico drrAB, em M. smegmatis,
conferiu resisténcia a diversos farmacos de importancia clinica,
incluindo estreptomicina, etambutol e tetraciclinas e este fenétipo
resistente foi revertido pelo tratamento com reserpina ou verapamil,
ambos inibidores de bombas de efluxo (CHOUDHURI et al., 2002;
SILVA etal., 2016)(ROSSI; AINSA; RICCARDI, 2006).

Em busca de polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs), Kanji e
colaboradores (2016a) sequenciaram o genoma completo de 32 isolados
TB-XDR. Os dados obtidos foram utilizados para investigar a presenca
de SNPs em genes codificadores de bombas de efluxo, em comparagédo
ao genoma da cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv. Os autores
observaram que oito isolados apresentaram SNPs ndo sinénimos (NS)
(substituicdo de &cido aspartico por histidina) no gene drrA, na posicéo
3273138. Por fim, os autores concluiram que este polimorfismo pode
resultar na superexpressdo de bombas de efluxo em isolados de M.
tuberculosis. Em estudo subsequente, Kanji e colaboradores (2016b)
avaliaram os niveis de expressdo relativa de cinco genes preditos como
codificadores de bombas de efluxo, dentre eles, foi avaliada a expresséo
do gene drrA, em isolados TB-XDR (n=10). Os resultados obtidos
foram comparados a cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv e a
isolados de M. tuberculosis susceptiveis (n=9). Os autores observaram
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superexpressao significativa do gene drrA nos isolados TB-XDR
guando comparados as cepas susceptiveis e sugeriram que os valores
aumentados nos niveis de expressdo de genes de bombas de efluxo
podem contribuir para a resisténcia em isolados TB-XDR (KANJI et al.,
20164, 2016b).

A anélise dos dados do presente estudo, com relacdo ao gene
drrA, foi dificultada pela diversidade de resultados apresentados nos
estudos descritos anteriormente, além disso, o perfil de resisténcia dos
isolados analisados em todos os estudos é bem divergente. Apesar de
dificultar a analise comparativa, sugere-se que possa haver uma relagdo
entre o perfil de resisténcia dos isolados e a superexpressdo de drrA,
uma vez que, em isolados TB-XDR, foi observada superexpressdo em
relacdo a isolados susceptiveis; em isolados TB-MDR, os resultados
foram controversos, e em isolados monorresistentes a isoniazida ndo foi
observada elevacdo nos niveis de drrA. Estudos futuros sdo necessarios
no intuito de se esclarecer o papel do gene drrA nos diferentes tipos de
resisténcia apresentados em M. tuberculosis.

O perfil de expressdo relativa dos genes avaliados no presente
estudo foi diversificado. Para certos genes foi estabelecida relacdo
significativa entre os niveis de expressdo e o fenotipo de resisténcia
apresentado. As variagfes encontradas podem ser resultantes das
caracteristicas do ambiente ao qual os isolados foram expostos
clinicamente, as quais, ainda que nao presentes no momento da analise,
influenciam o perfil transcricional por meio da regulacdo epigenética.
As implicacBes genéticas relacionadas ao perfil transcripcional
encontrado devem ser investigadas em estudos futuros, a fim de se
esclarecer a relagdo entre a presenca ou nao de mutacdes e o perfil
observado. A variabilidade nos perfis de expressdo entre isolados com o
mesmo fendtipo de resisténcia nos levam a crer que a resposta de cada
isolado em um mesmo cenério infeccioso (um mesmo individuo alberga
populacdes bacterianas distintas) pode variar, de maneira que
populacdes bacterianas se sobressaiam frente a farmacos e tenham
maiores chances de se estabelecerem como populaco resistente.

Em estudo realizado por Machado e colaboradores (2016) foi
observado que a superexpressdo de genes de bombas de efluxo foi mais
evidente em isolados TB-MDR quando comparados a isolados
monorresistentes a isoniazida. Os autores concluiram que ha associagdo
entre resisténcia, perfil genético, perfil transcricional de genes de
bombas de efluxo e habilidade de efluxo. Grande parte dos estudos
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relacionados a analise dos niveis de expressdo de genes de bombas de
efluxo em M. tuberculosis adotaram como objeto de estudo isolados
clinicos TB-MDR, o que diverge o perfil definido no presente estudo.
Esta divergéncia dificulta a analise, uma vez que ndo ha dados
suficientes que suportem a relagdo entre certos perfis de expressdo com
os diferentes perfis de resisténcia encontrados.
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7 CONCLUSOES

O mecanismo de efluxo estd presente em todas as células,
protegendo-as contra a acdo de agentes toxicos (PAULSEN; BROWN;
SKURRAY, 1996). Este mecanismo se torna evidente em isolados de
M. tuberculosis, quando expostos a agentes toxicos, como a isoniazida,
0S quais passam a superexpressar certos genes preditos como
codificadores de bombas de efluxo (DORAN et al., 1997; VIVEIROS et
al., 2002; GUPTA et al., 2010a; HAO et al., 2011; SILVA et al., 2011;
MACHADO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012; BLACK et al.,
2014; GARIMA et al., 2015; CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2016). A
identificacdo dos perfis de transcricdo de certos genes em isolados
clinicos com diferentes perfis de sensibilidade pode ser util no
esclarecimento dos mecanismos implicados no surgimento da
resisténcia.

No presente estudo, foi encontrada relagdo significativa entre os
niveis basais de expressdao dos genes mmr e bacA e o fendtipo de
monorresisténcia primaria a isoniazida. O gene mmr apresentou valores
de expressdo basal aumentados nos isolados com monorresisténcia
primaria a isoniazida quando comparados aos isolados susceptiveis,
sugerindo que este gene possa estar relacionado com a resisténcia a
isoniazida. Os niveis de expressdo basal do gene bacA nos isolados
susceptiveis foram superiores aos niveis encontrados nos isolados com
monorresisténcia primaria a isoniazida, sugerindo que niveis reduzidos
de expressdo do gene bacA possam estar relacionados com a resisténcia
a isoniazida. Os niveis de expressao basal observados em 83,3% dos
isolados clinicos, tanto monorresistentes quanto susceptiveis foram
menores do que os niveis observados na cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv. Para os genes jefA, efpA e drrA ndo foi observada
diferenca significativa nos niveis de expressdo entre 0S grupos
analisados no presente estudo.
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8 LIMITACOES

A escassez de dados na literatura que correlacionam os niveis de
expressdao génica em isolados monorresistentes a isoniazida a isolados
susceptiveis foi desafiador para a andlise dos dados do presente estudo.

Este estudo foi pioneiro no que diz respeito ao emprego de RNA
para avalicdo de isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis no
Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia —
LBMMS, da Universidade Federal de Santa Catarina. Em decorréncia,
as técnicas utilizadas foram padronizadas e implantadas na rotina
laboratorial, o que demandou grande parte do tempo disponivel para o
desenvolvimento do presente estudo. O processo de extracdo de RNA
total em Mycobacterium tuberculosis é desafiador pelas caracteristicas
intrinsecas deste microrganismo. Aliado a isso, a falta do equipamento
bead bater (equipamento de lise mecénica), fez com que diversos
protocolos fossem testados na tentativa de se extrair RNA com
concentracdo e pureza requeridos. Infelizmente, os resultados obtidos a
partir do emprego destes protocolos ndo foram satisfatorios. Somente
em agosto de 2016 se tomou conhecimento da existéncia do
equipamento bead beater Precellys 24® (Bertin Instruments, Franga) no
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal
(LFDGV) do Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA), UFSC, o qual emprestou o equipamento para que as extragdes
pudessem ser realizadas. Dentro das limitacGes encontradas, o projeto
foi iniciado, porém ndo se encontra encerrado, uma vez que a
investigacdo do papel das bombas de efluxo em M. tuberculosis requer
avaliagBes complementares.
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9 EXPECTATIVAS

Futuros estudos voltados a identificacdo do gen6tipo dos isolados
do presente estudo se fazem necessarios, a fim de se esclarecer a relacdo
entre possiveis mutacdes e o perfil transcricional de genes de bombas de
efluxo. Objetiva-se entdo, investigar a presenca de mutacdes nos genes
envolvidos com a resisténcia a isoniazida nos isolados do presente
estudo bem como correlacionar os resultados da MIC (em andamento)
aos resultados do perfil de expresséo dos isolados do presente estudo.

Objetiva-se também avaliar a associagcdo entre inibidores de
bomba de efluxo (verapamil) e isoniazida na reducdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (MIC) em isolados de M. tuberculosis resistentes a
isoniazida.
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APENDICE A - METODOLOGIAS DE EXTRAGCAO DE RNA DE
M. tuberculosis EMPREGADAS NO PRESENTE ESTUDO QUE
DISPENSAM O USO DE EQUIPAMENTO BEAD BEATER

Inicialmente, tentou-se extrair o RNA total de M. tuberculosis a
partir da lise enziméatica promovida pela Lisozima (Life Technologies,
EUA) associada a lise mecénica em banho ultrassénico de frequéncia
42kHz (Cristofoli, Brasil). A cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv
e um isolado clinico (MM1) foram utilizadas nesta testagem, cada
isolado em duplicata. As bactérias foram cultivadas em meio
Middlebrook 7H9 por 15 dias e uma aliquota de 1 mL do meio na
turbidez 0,5 da escala de Mc Farland (10% — 108 células/mL) foi
transferida para um tubo de 2 mL contento 1 mL de RNAprotet Bacteria
Reagent*(Qiagen, Alemanha). As amostras foram centrifugadas a 7969
X g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o0 sedimento
ressuspenso em 100 pL de tampdo TE?° com subsequente incubagdo por
10 min a 95°C. O resfriamento ocorreu a 24°C. Foi adicionado 50 pL de
Lisozima (3 mg/mL) e incubado por 30 min a 24°C. Foram adicionados
75 uL do Tampdo RNA Lysis Buffer?! (Promega/EUA) e a mistura foi
colocada em banho ultrassdnico por 15 min. Foram adicionados 350 pL
do Tampdo RNA Dilution Buffer e homogeneizado por inversdo. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e 200 uL de etanol
95% foram adicionados e a mistura homogeneizada. As amostras foram
aplicadas na coluna do Kit SV Total RNA Isolation System
(Promega/EUA), e 0 RNA foi obtido de acordo com as instrucdes do
fabricante. A etapa de digestdo do DNA ocorreu diretamente na coluna
de purificagdo, como parte integrante dos procedimentos do kit. Para
cada amostra, foi preparado o DNase mix, contendo 40 pL de Yellow
Core Buffer, 5 pL 0.09M MnCl; e 5 puL da enzima DNase I, nesta
ordem. A mistura foi cuidadosamente homogeneizada e 50 pL foram
pipetados diretamente sobre a membrana no interior da coluna. As
amostras foram incubadas por 15 minutos a 20-25°C.

1 Tecnologia patenteada que promove imediata estabilizacdo do perfil da
expressdo genica in vivo. Previne a degradacdo dos transcritos e inducdo de
genes (Qiagen, 2012).

2 10 mM Tris-HCI (Life TechnologiessEUA), 1 mM EDTA (Life
Technologies/EUA), pH 8.0

2L O RNA Lysis Buffer deve conter 2% de B-mercaptoetanol
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Em seguida, foram adicionados 200 puL de DNase Stop Solution a
coluna que foi centrifugada a 12000-14000 x g por um minuto. A partir
de entdo foram realizados os procedimentos de lavagem e eluicdo em
dgua DEPC (MACHADO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012;
PROMEGA, 2013). As amostras foram em seguida avaliadas quanto a
concentracdo e pureza no equipamento NanoVue™ Plus (General
Electric, EUA) e integridade por eletroforese em gel de agarose 1,2%
com TAE 1x (20 mM Tris acetato, 0,5 mM EDTA, pH 8) a 80 V por 30
minutos com Brometo de Etidio incorporado ao gel (Sigma-Aldrich,
EUA), com subsequente visualizacdo em transluminador de Iluz
ultravioleta (LAS 500 — General Electric, EUA). Os resultados obtidos
das avaliagcBes de concentracdo e pureza encontram-se descritos na
Tabela 1. N&o foi possivel visualizar nenhuma banda no gel de agarose.
Tabela 1 - Resultados obtidos das amostras extraidas com base em
protocolo incluindo Lisozima e banho ultrassénico.

Isolado Concentragéo Aze0/280*
H37Rv; 12 ng/uL 1.97
H37Rv, 9,3 ng/uL 1.74
MM1, 8 ng/ulL 1.85
MM1, 6,8 ng/uL 1.79

*Valores desejaveis: Azsozs0— acima de 2.0;

Em seguida, os produtos de extragdo foram submetidos a
Transcricdo Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase — RT-PCR por
meio do kit SuperScript Il One-Step System with Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen). Para 25 UL de reagdo foram adicionados 12,5
puL de 2X Reaction Mix, 0,25 pL (25pmol/uL) dos iniciadores rpoB
senso  5‘-AGTTCTTCGGCACCAGC-3 e rpoB antisenso 5°-
CGCTCACGTGACAGACC-3 (PRIM et al., 2015), 1 yL da enzima
SuperScript 11l RT/ Platinum Taq e 11 pL de RNA total. As condigdes
de termociclagem foram: 56,5°C/30 minutos e 94°C/2 minutos, seguidos
por 40 ciclos de 94°C/15 segundos, 55°C/30 segundos, 68°C/1 minuto e
20 segundos, e extensdo final a 68°C/5 minutos. Os produtos
amplificados foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 1.5%
(120 V/40 minutos) e corados com Brometo de etidio (1pg/mL). Em
seguida, foram visualizados sob luz ultravioleta de 320 nm em sistema
de foto-documentacdo de géis ImageQuant LAS 500 (GE - EUA). Os
tamanhos dos fragmentos foram estimados por compara¢do com
marcadores de tamanho molecular (ladder) de 100 pb. Foi possivel
observar que houve amplificacdo do gene rpoB em uma das amostras,
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porém ndo foi possivel descartar a possibilidade de que esta
amplificacdo seja fruto de contaminacéo por DNA genémico (Figura 1).
Figura 1 - One-Step RT-PCR das amostras extraidas com base em
protocolo incluindo lisozima e banho ultrassénico.

H37Rvl H37Rv2

Legenda: pb — pares de base; CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo;
marcador: marcador de tamanho molecular 100 pb (Life Technologies, EUA);
H37Rv1 e H37Rv2: amostras obtidas a partir do protocolo de extracdo com base
em lisozima e banho ultrassénico. Produto da amplificacdo do fragmento de 411
pb do gene rpoB. Fonte: a autora.

Em seguida foi investigado se o produto da reacdo anterior seria
originario de RNA, como esperado, ou poderia ser proveniente de DNA.
Assim, uma nova reacdo foi realizada, com as etapas de Transcricdo
Reversa e PCR executadas em separado. O RNA total foi convertido a
cDNA e apos isso este cDNA foi amplificado utilizando-se os mesmos
iniciadores da reacdo anterior. Amostras de RNA total ndo convertidas a
cDNA (mix de transcricdo sem adi¢do da enzima transcriptase reversa)
foram inseridas na reacdo de PCR, afim de identificar uma possivel
contaminacdo por DNA gendmico. Os produtos amplificados foram
fracionados por eletroforese em gel de agarose 1.5% (120 V/30 minutos)
e corados com Brometo de etidio (1ug/mL). Em seguida, foram
visualizados sob luz ultravioleta de 320 nm em sistema de foto-
documentacéo de géis ImageQuant LAS 500 (GE - EUA). Os tamanhos
dos fragmentos foram estimados por comparagdo com marcadores de
tamanho molecular (ladder) de 100 pb. Foi observada amplificacdo
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proveniente da amostra que ndo sofreu transcri¢do reversa (s/TR), o que
indica contaminacdo por DNA gendmico (Figura 2).
Figura 2 - Resultados obtidos das amostras extraidas com base em

protocolo incluindo Lisozima e banho ultrassonico.
marcador. ¢/ RY c/TR S/TR

Legenda: pb: pares de base; marcador: marcador de tamanho molecular 100 pb
(Life Technologies, EUA); ¢/RT: Transcricdo Reversa com adi¢do da enzima
Transcriptase Reversa, s/RT: Transcricdo Reversa sem adi¢cdo da enzima
Transcriptase Reversa. Fonte: a autora.

Com base nos resultados obtidos a partir do protocolo descrito
anteriormente, optou-se por inserir silica/zirconio ao processo. No
entanto, os resultados ndo foram satisfatorios, ndo ocorrendo
amplificacdo nem mesmo na avaliagdo por one-step RT-PCR.

Posteriormente, testou-se protocolo de extracdo baseado nas
propriedades do reagente Trizol® (Life Technologies, EUA) associado a
Solucéo de Tiocianato de Guanidina 5M — GTC (Sigma-Aldrich/EUA),
com posterior lise mecanica por pérolas de zirconia ou silica, em banho
ultrassdnico. A cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv foi testada em
duplicata e em diferentes condi¢Bes de lise: com pérolas de zirconia
(H37Rvzr) e com pérolas de silica (H37Rvs). Quatro volumes da
solucdo GTC foram adicionados a cultura. A suspensdo foi centrifugada
a 1057 x g por 30 min. O sobrenadante foi removido e os sedimentos
dos multiplos tubos - referentes a uma mesma amostra - combinados em
um s0 tubo com posterior adicdo de mais 10 mL de GTC. A suspensdo
foi centrifugada a 1057 x g por 30 min. O sobrenadante de GTC foi
removido e 1,2 mL de Trizol foram adicionados. A mistura foi
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transferida para tubos de lise contendo o equivalente a 0,5 mL de
pérolas de Zircbnio (0,1 mm) ou Silica. Os tubos foram levados ao
banho ultrassénico a 45kHz por 3 ciclos de 5 minutos cada, com um
minuto de resfriamento em gelo entre os ciclos. Os tubos repousaram a
temperatura ambiente?? por 10 min. Foram adicionados 200 uL de
cloroférmio (Sigma-Aldrich, EUA) e o tubo foi agitado em vortex por
30 segundos com posterior incubacdo em temperatura ambiente por 10
min. As amostras foram centrifugadas a 18516 x g por 15 min a 4°C. A
fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e foi adicionado
igual volume de cloroférmio. Apds homogeneizacdo a mistura foi
centrifugada a 18516 x g por 15 min a 4°C. A fase aquosa foi novamente
transferida para um novo microtubo e 0,8 volumes de Isopropanol foram
adicionados. Ocorreu homogeneizagdo por inversdo e incubacdo
overnight a -20°C. No dia seguinte as amostras foram centrifugadas
18516 x g por 20 min a 4°C e o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e descartado. O sedimento foi lavado com 500 pL de etanol
70% (Sigma-Aldrich/EUA) gelado e a mistura foi centrifugada a 18516
X g por 15 min a 4°C. O Etanol foi removido por pipetagem e o
sedimento foi seco em temperatura ambiente por 5 a 10 minutos. O
sedimento foi ressuspenso em 50 pL agua DEPC. Com a finalidade de
testar diferentes condicdes, a amostra H37Rvzir foi incubada por 5 a 10
minutos a 24°C e a amostra H37Rvsil foi incubada a 57°C por 10
minutos. Por fim ambas foram armazenadas em gelo. Em seguida foi
realizada a digestdo do DNA por meio do kit RQ1 RNase-Free DNase
(Promega, EUA). A digestdo foi realizada em aliquotas. Para cada
aliquota de 12 puL de RNA, foi adicionado 1,5 pL de 10X Reaction
Buffer e 1,5 pL de RNase-Free DNase. A mistura foi incubada a 37°C
por 30 minutos e 1 pL de DNase Stop Solution foi adicionado. Por fim
ocorreu incubacdo a 65°C por 10 minutos (PROMEGA
CORPORATION, 2009). O RNA total extraido foi armazenado a -20°C.
As amostras foram avaliadas quanto a concentragdo, pureza e
integridade como descrito anteriormente (Tabela 2). Nao foi possivel
visualizar as bandas 23S e 16S em gel de agarose. Na reagdo One-Step
RT-PCR, ndo ocorreu amplificagdo para nenhuma das amostras
avaliadas; isto pode ter ocorrido devido ao excesso de contaminantes na
amostra, os quais foram capazes de inibir a reagéo.

22 Temperatura ambiente: entre 23°C e 25°C.
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Tabela 2 - Avaliacdo da concentracdo e pureza das amostras extraidas a
partir da utilizacdo de Trizol, banho ultrassénico e pérolas de Silica ou
Zirconio.

Isolado Concentracao Az60280*
H37RVzin 51,2 ng/uL 1.45
H37RV zir2 55,6 ng/uL 1.43
H37RVsin 44 ng/uL 1.23
H37RV i 43.6 ng/uL 1.22

*Valores desejaveis: Azsorso > 1,8. H37Rvzir- Pérolas de zirconia; H37Rvsil-
Pérolas de silica

Em busca de resultados satisfatorios, foram feitas alteracfes nos
protocolos descritos anteriormente: uma etapa adicional de lavagem
com etanol foi adicionada a ambos os protocolos. Com relacdo ao
rendimento, a turbidez da cultura utilizada foi duplicada (de McFarland
0,5 para McFarland 1,0). Ao primeiro protocolo, altera¢fes no tempo e
temperatura de incubacdo da enzima Lisozima foram feitas a fim de
melhorar a sua atividade. As condi¢es de incubagdo passaram de 30
minutos a 24°C para overnight a 37°C. Adicionalmente, pérolas de
Zirconia foram acrescentadas ao protocolo buscando aprimorar a lise.
Como indica a Tabela 3, as concentra¢des obtidas das amostras que néo
sofreram incubacdo overnight a 37°C foram levemente maiores do que
as concentragOes obtidas das amostras que sofreram tal incubacgéo, o que
indica que um maior tempo e temperatura de incubagdo ndo aprimora a
atividade da enzima Lisozima. As concentracbes de RNA foram
préximas entre as amostras testadas com e sem pérolas de Zirconio,
indicando que a presenca das pérolas ndo altera o rendimento.
Tabela 3 - Resultados das alteragfes feitas nos protocolos de extracdo
baseados em lisozima, banho ultrassénico e pérolas de zirconio ou
silica.

Isolado Condigdes Concentracdo  Azsozso™
H37Rv Lisozima overnight c/ zir 11,7 ng/uL 1.8
H37Rv Lisozima overnight s/ zir 9,2 ng/uL 1.8
H37Rv Lisozima 30 min ¢/ zir 11,1 ng/uL 1.7
H37Rv Lisozima 30 min s/ zir 13,6 ng/uL. 1.8

*Valores desejaveis: Azsozso > 1,8 zir: pérolas de zirconia

No decorrer do emprego dos protocolos de extragdo citados
anteriormente se tomou conhecimento da existéncia de um equipamento
do tipo bead beater em dos laboratdrios da UFSC. Por fim, foi feita
parceria com este laboratério, como descrito no item 4.5.
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APENDICE B - Niveis de expressao dos genes jefA, efpA, mmr, bacA e
drrA nos isolados do presente estudo, expressos em 24¢4 (x10#) +D

jefA efpA mmr bacA drrA
U104 £D AU (104 4D 280 (x10M) 4D 2:4C(x10%) +D 240 (x104) +D
1 49.7 0.1 35.2 0.1 4.7 0.1 4.7 0.0 159.3 0.1
2 - 61.9 0.1 55 0.2 35 0.1 1838 0.2
3 424 0.1 66.4 0.3 7.0 0.1 19 0.0 1978 0.1
4 16.2 0.6 58.3 01 - 2.1 0.4 1772 0.1
5 194 0.2 126.2 0.1 5.7 0.2 35 0.1 1069 0.1
6 104 14 118.7 0.3 5.0 0.1 13 0.4 163.8 0.1
7 9.1 0.3 52.2 0.0 55 0.2 1.7 0.4 162.2 0.2
8 9.7 0.0 65.1 0.2 7.6 0.3 25 0.0 1771 0.0
9 5.9 14 57.8 0.0 3.0 0.0 13 0.0 73.7 0.1
10 85 0.6 70.1 04 4.3 0.2 1.6 0.2 98.1 0.1
11 84 0.3 92.9 00 - 1.0 0.0 91.0 0.1
12 93 0.3 55.9 0.0 6.3 0.2 2.1 0.0 1785 0.0
13 178 0.2 71.8 0.1 51 04 15 0.7 1123 0.0
14 97 1.8 83.2 0.1 41 0.1 13 0.4 139.0 0.0
15 11.0 0.9 79.6 0.3 3.2 1.0 3.3 0.4 2526 0.3
16 173 0.1 1029 0.6 9.7 0.9 4.7 0.6 282.0 0.9
17 111 0.2 58.7 0.3 3.1 0.0 2.9 0.1 1178 0.1
18 189 0.1 76.3 0.1 5.0 0.5 2.1 0.2 90.5 0.9
19 9.1 0.8 78.3 0.2 9.2 0.1 18 0.1 1482 0.2
20 213 03 70.8 0.1 6.8 0.3 15 0.2 1712 04
21 161 0.2 83.8 04 6.9 0.2 15 0.3 1028 0.3
22 - 46.8 0.3 8.6 0.6 1.7 0.2 1348 0.3
23 206 01 41.6 0.5 8.0 0.1 15 0.1 140.1 0.6
24 86 0.3 74.1 0.2 126 0.1 1.8 0.4 2552 0.1
25 163 05 61.8 04 6.6 0.4 13 0.3 1516 05
26 169 0.2 76.1 0.6 5.0 0.1 14 0.1 1736 0.0
27 125 01 93.1 0.5 7.6 0.2 1.2 0.4 1446 0.2
28 - 1440 0.2 7.9 0.1 12 0.1 1280 0.1
29 174 04 1231 04 6.5 0.1 1.7 0.0 2120 0.0
30 109 0.2 68.7 02 - 11 0.9 1255 0.0
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Niveis de expressao dos genes jefA, efpA, mmr, bacA e drrA; normalizados pela
média geométrica dos genes polA, sigA e rrs. Valores expressos em 24 (x10°
#). D: desvio padrio entre os valores de ACq das duplicatas bioldgicas. O ensaio
ocorreu em duplicata biolégica e triplicata técnica. Na analise do gene mmr, a
amostra 4 foi classificada como outlier e foi excluida do estudo. Amostras com
a identificagdo (-----) ndo apresentaram desvio padrdo aceitavel entre as
triplicatas técnicas, e foram excluidas da andlise.



125

APENDICE C - NIVEIS DE EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES
JefA, efpA, mmR, bacA E drrA NOS ISOLADOS DO PRESENTE
ESTUDO, EM RELACAO A CEPA DE REFERENCIA M.

tuberculosis H37Rv

jefA efpA mmr bacA drrA
1 3.13 0.71 1.36 0.73 0.66
2 - 1.24 1.63 0.54 0.77
3 2.67 1.35 2.02 0.30 0.83
4 1.10 117 - 0.33 0.74
5 1.23 2.54 1.68 0.55 0.45
6 1.00 242 1.46 0.21 0.68
7 0.58 1.05 1.62 0.28 0.68
8 0.61 1.32 2.28 0.39 0.74
9 0.55 1.16 0.86 0.21 0.31
10 0.59 1.45 1.27 0.25 0.41
11 0.54 186 0 - 0.16 0.38
12 0.60 1.12 1.84 0.32 0.74
13 1.12 1.44 1.56 0.26 0.47
14 1.12 1.67 1.18 0.22 0.58
15 0.85 1.63 1.17 0.54 1.07
16 1.09 2.25 3.37 0.79 1.39
17 0.70 1.19 0.91 0.46 0.49
18 1.19 1.53 1.55 0.34 0.45
19 0.66 1.58 2.69 0.28 0.62
20 1.36 1.42 2.05 0.24 0.74
21 1.02 1.76 2.01 0.24 0.44
22 - 0.95 2.70 0.27 0.58
23 1.30 0.87 2.33 0.23 0.63
24 0.55 1.50 3.66 0.29 1.07
25 1.08 1.29 2.00 0.21 0.67
26 1.07 1.66 1.46 0.23 0.72
27 0.79 1.98 2.24 0.19 0.61
28 - 2.93 2.30 0.18 0.53
29 1.13 2.56 1.90 0.26 0.88
30 0.70 139 - 0.20 0.52
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Expressdo relativa dos genes jefA, efpA, mmr, bacA e drrA em relacdo a
cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv; normalizados pela média
geométrica dos genes polA, sigA e rrs. Valores expressos em 2444, O
ensaio ocorreu em duplicata biolégica e triplicata técnica. Niveis de
expressdo iguais a 1 indicam que a expressédo foi igual entre o isolado
clinico e a cepa de referéncia, niveis abaixo de 0,5 indicam
subexpressdo e niveis acima de 2 indicam superexpressdo (em negrito
na tabela). Na analise do gene mmr, a amostra 4 foi classificada como
outlier e foi excluida do estudo. Amostras com a identificacdo (-----)
nao apresentaram desvio padrdo aceitavel entre as triplicatas técnicas, e
foram excluidas da analise.
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ANEXO A - PARECER DE ’APROVAQAO DO PRESENTE
ESTUDO PELO COMITE DE ETICA PARA PESQUISA COM
SERES HUMANOS/UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plaboforma
SANTA CATARINA - UFSC %9"0-"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao da influéncia da deleg@o RDRio e da Concentrag&o Inibitéria Minima na
faléncia da resposta ao tratamento de primeira linha de tuberculose pulmonar: uma
coorte prospectiva de 2 anos na grande Florian6polis/SC

Pesquisador: Maria Luiza Bazzo

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 25716113.7.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA E INOVACAO DO ESTADO DE SANTA
CATARINA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 550.598
Data da Relatoria: 10/03/2014

Apresentacgao do Projeto:

O projeto de pesquisa intitulado "Avaliacédo da influéncia da delegdo RDRio e da Concentragao Inibitoria
Minima na faléncia da resposta ao tratamento de primeira linha de tuberculose pulmonar: uma coorte
prospectiva de 2 anos na grande Florianopolis/SC" orientado pela Profa. Dra. Maria Luiza Bazzo, visa a
obtengao do titulo de doutor. O projeto é patrocinado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa e Inovagao do
Estado de Santa Catarina.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar da influéncia da delegéio RDRio e da Concentrago Inibitoria Minima (CIM) para os farmacos de
primeira linha no desfecho do tratamento convencional em pacientes com tuberculose pulmonar na grande
Florian6polis/SC.

Objetivo Secundario:

-Determinar a CIM a Isoniazida, Rifampicina, Etambutol e Pirazinamida dos isolados de M. tuberculosis de
pacientes virgens de tratamento;

-Caracterizar e mapear as familias de M. tuberculosis circulantes na grande Floriandpolis por método
molecular Spoligotyping;

Campus Uni itario Reitor Jodo David Ferreira Lima
Bairro: Trindade CEP: 88.040-900
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-9206 Fax: (48)3721-9696 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br
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-Avaliar a presenga da deleg@o RDRio nos isolados de M. tuberculosis;

-Analisar a influéncia da variagao genotipica caracterizada pela presenga da deleg@o RDRio no fenétipo da
doenca clinica;

-Avaliar a relagéo entre os valores de CIM apresentados pelo microrganismo no inicio do tratamento e o
desfecho clinico;

-Correlacionar as familias circulantes com a presenca da delegao RDrio, a CIM inicial e o desfecho do
tratamento;

-Relacionar os valores das CIM na cultura inicial com os valores de CIM obtidos nas culturas que se
mantiverem positivas ap6s dois meses de tratamento;

-Analisar os fatores de risco para faléncia terapéutica nos pacientes virgens de tratamento;

-Correlacionar os valores de CIM com as principais mutagbes para Isoniazida e Rifampicina.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Embora conste no Relatério de Pesquisa que néo ha riscos oriundos dessa pesquisa ja que ndo havera
qualquer intervengdo nas pessoas que doardo as amostras e responderdo ao questionario, é necessario
considerar que de acordo com a Res. CNS 466/12 sempre ha riscos nas pesquisas que envolvem seres
humanos. O dano eventual podera ser imediato ou tardio, comprometendo o individuo ou a coletividade.
Quanto aos beneficios, tal como consta no Relatério de Pesquisa, os dados obtidos poderéo contribuir para
o estabelecimento, através do estudo clinico, de critérios para interpretagcdo dos valores de concentragdo
inibitoria minima para os farmacos de primeira linha. Os critérios de interpretagdo e a determinagéo da
concentragdo inibitéria minima, permitirdo a otimizagéo do uso destes farmacos e consequentemente
diminuigao da utilizagdo de farmacos de segunda linha que s&o substancialmente mais onerosos ao sistema
de salde, desacelerando o aumento da resisténcia; Os resultados das andlises filogenéticas dos isolados
de M. tuberculosis circulantes na grande Florianépolis, podem contribuir para o entendimento do curso local
da tuberculose e consequentemente

auxiliar na idealizagéo de programas de controle da doenga, visto que atualmente o monitoramento genético
é considerado um dos pilares dos programas de controle da tubeculose. A determinagéo de fatores de risco
para faléncia terapéutica nos pacientes virgens de tratamento, podera contribuir para a implementagéo de
medidas preventivas para evitar falhas no tratamento dos pacientes futuros
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa aborda um tema relevante e contribuira para o conhecimento das praticas associadas a satde
da populagdo. Coorte prospectiva para avaliagéo da influéncia da delegdo RDRio e da Concentragao
Inibitéria Minima inicial na faléncia da resposta ao tratamento convencional da tuberculose pulmonar na
grande Florian6polis em um periodo de 2 anos. Os defechos cura, faléncia ao tratamento ou morte
relacionada & tuberculose, serdo avaliados até a concluséo do tratamento, excluindo-se os casos de
abandono de

tratamento. Serdo incluidos no estudo pacientes com tuberculose pulmonar ativa, virgens de tratamento
(novos casos), com cultura positiva, diagnosticados na grande lorianépolis, no periodo entre janeiro de 2014
a janeiro de 2015 ou até atingir o nimero da amostra necessaria calculada para o estudo. O LAMUF
informara a ocorréncia de baciloscopia positiva, os pesquisadores entrardo em contato com a unidade de
saude que irformara a data e horario da consulta do paciente. No momento da consulta os pesquisadores
explicardo o estudo para o paciente e se este concordar em participar, assinara o TCLE. A partir de entdo
sera aplicado o questionario (anexoll) e fotografada a radiografia de torax do paciente. O acesso a cultura
do paciente no LAMUF sera dado com a apresentagéo do TCLE devidamente assinado. Na pesquisa os
pacientes serdo identificados através de um nimero sequencial. As varidveis a serem estudadas s&o: idade,
sexo, endereco residencial (para mapeamento das familias circulantes de M. tuberculosis); dados clinicos
(tosse, producao de escarro, hemoptise, febre, perda de peso (kg), status HIV, resultado

do teste tuberculinico); tabagismo (niimero de cigarros por dia, menos de 10, de 11 a 20, de 21 a 30 ou mais
de 31); ingest&o alcodlica nos ultimos dois anos classificada como: moderada - aquele que bebe antes das
refeiges, ou ao fim do dia, ou no dia do pagamento, ndo se embriaga (a ndo ser muito raramente) e ndo
apresenta dependéncia psiquica ou fisica pelo alcool; excessiva - aquele que a distribuigao de ingestao é
igual ao grupo anterior, porém, em maior quantidade, chega até a embriaguez; procura momento de euforia
artificialmente através do alcool, para mudar um estado de animo depressivo, apresenta dependéncia
psiquica pelo alcool; ou adicta - aquele que apresenta dependéncia psiquica, cultural e fisica, a distribuigédo
da ingestao é maior do que nos grupos anteriores e apresentam manifestagdes de abstinéncia ou sindrome
de privacao (cefaléia, tremores)

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Documentagéo completa
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Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Considerando que a proposta apresentada se encontra adequadamente fundamentada, contendo
documentagdo e demais informagdes pertinentes a questao ética em conformidade com os termos da
legislagao que trata da participacdo de seres humanos em pesquisa, encaminho voto favoravel a Aprovacao
do Projeto.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

FLORIANOPOLIS, 10 de Margo de 2014

Assinador por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)

Reitor Jodo David Ferreira Lima

G Campus Unit
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ANEXO B - DADOS EPIDEMIOLOGICOS _REFERENTES AO
BRASIL PUBLICADOS PELA ORGANIZACAO MUNDIAL DE

SAUDE, GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2016.

Brazil

Population 2015 208 million

Rate
Number (thousands) _ (per 100 000 population)

Tuberculosis profile

(Rate per 100 000 population per year)

Estimates of TB burden*, 2015 6
Mortality (excludes HIV+TB) 55 (5.2-5.9) 27 (25-2.8) 4
Mortality (HIV+TB only) 22(12-36) 1.1 (0.56-1.7)
Incidence (includes HIV+TB) 84 (72-97) 41 (35-47) 2
Incidence (HIV+TB only) 13 (11-15) 63 (5.3-7.3)
Incidence (MDR/RR-TB)** 23 (1.9-28) 1.1 (0.91-1.3) 0
2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014
Estimated TB incidence by age and sex (thousands)*, 2015
0-14 years > 14 years Total == Mortality (excludes HIV+TB)

Females 38 (22-54) 24 (14-33) 28 (17-38)
Males 43 (3-5.6) 52 (41-64) 57 (44-69) (Rate per 100 000 population per year)
Total 81 (6.2-10) 76 (69-83) 84 (72-97) &
T8 case nalifications, 2015, © %
Total cases notified 81137
Total new and relapse 73221 20

- % tested with rapid diagnostics at time of diagnosis 23% 0

- % with known HIV status 82% 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014

- % pulmonary 87%

- % bacteriologically confrmed ai monary 75% IR Incidence

== Notified (new and relapse)

Universal health coverage and social protection == Inci (HIV+TB only)
TB treatment coverage (notified/estimated incidence), 2015 87% (75-100)
TB patients facing catastrophic total costs Notified cases by age group and sex, 2015
TB case fatality ratio (estimated mortality/estimated incidence), 2015 0.09(0.07-0.11)
TBMIV care in new and relapse TB patients, 2015 Number (%)
Patients with known HIV-status who are HIV-positive 9069  15%

- on antretroviral therapy 2852 31%

Previously treated  Total

Drug-resistant TB care, 2015 New cases cases number***
Estimated MDR/RR-TB cases among notified 1900 0-14
pulmonary TB cases (1 600-2300) 5000 0 5000 10000 15000
Estimated % of TB cases with MDR/RR-TB 15%(1.1-1.9) 8% (5.9-10) - .
% notified tested for rifampicin resistance %% 3% 22608 Females; Jll Miles
MDR/RR-TB cases tested for resistance to second-line drugs 237
Laboratory-confirmed cases MDR/RR-TB: 1197, XDR-TB: 14 Treatment success rate (%)
Patients started on treatment **** MDR/RR-TB: 619, XDR-TB:29 %0 i

Treatment success rate and cohort size Success Cohort
New and relapse cases registered in 2014 71% 74117
Previously treated cases, excluding relapse, registered in 2014 39% 7532
HIV-positive TB cases, all types, registered in 2014 49% 6891
MDR/RR-TB cases started on second-line treatment in 2013 52% 759
XDR-TB cases started on second-line treatment in 2013 12% 17
TB preventive treatment, 2015

% of HIV-positive people (newly enrolled in care) on preventive treatment

% of children (aged < 5) contacts of i i

TB cases on preventive treatment

T8 financing, 2016

National TB budget (USS millions) 80

Funding source: 77% domestic, <1% international, 22% unfunded

* Ranges represent uncertainty intervals

** MDR is TB resistant to rifampicin and isoniazid; RR is TB resistant to rifampicin

** Includes cases with unknown previous T8 treatment history

**** Includes patients diagnosed before 2015 and patients who were not labaratory-confirmed
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Data are as reparted to WHO. Estimates of TB and MDR-TB burden are produced by WHO in consultation with countries.
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