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RESUMO

Inumaru VTG. Comparacio entre a susceptibilidade ao 6xido nitrico e o perfil
genético de cepas de Mycobacterium tuberculosis. Sio Paulo; 2.003 [Dissertago

de Mestrado — Faculdade de Satde Pablica da Universidade de Sdo Paulo]

Entre os fatores que contribuem para o sucesso do Mycobacterium tuberculosis como
um patdgeno, inclue-se sua capacidade em resistir e se multiplicar nos macréfagos.
Vérios estudos in vitro tém demonstrado que cepas de M. tuberculosis diferem
quanto 4 sua susceptibilidade aos compostos nitrogenados (RNI). Dentre eles, o
oxido nitrico (ON) tem sido muito estudado devido a sua capacidade em controlar a
multiplicagio do M. tuberculosis no interior dos macrofagos. Foram estudadas 419
cepas isoladas de pacientes com tuberculose pulmonar residentes na zona norte do
Municipio de S3o Paulo no periodo de 1° de margo de 2.000 a 31 de maio de 2.002.
As cepas foram avaliadas quanto a susceptibilidade "in vitro" ao 6xido nitrico 6mM e
quanto ao perfil genético pelo método de RFLP-IS6/170. Entre as cepas testadas, foi
observada uma varia¢io na taxa de resisténcia ao ON entre 0" - 85%, apresentando
uma média de 15,5% d.p. + 16.7. A caracterizagdo molecular pelo método de RFLP-
IS6110 revelou a presenga de cinco grupos genéticos predominantes (A, A7, F, SP;
SP1). A taxa de resisténcia ao 6xido nitrico destas cepas foi inferior a taxa observada
na cepa avirulenta H37Ra (27;9%). Dentre os 59 grupos genéticos identificados,
somente cepas dos grupos (5A, B3, F4, G2, S2, U) apresentaram taxa de resisténcia
superior a cepa de referéncia H37Ra. Os resultados obtidos neste estudo demonstram
que ndo houve correlagdo entre grupos genéticos predominantes e resisténcia ao
6xido nitrico, sugerindo que a resisténcia ao Oxido nitrico nd6 € um fator

determinante da expansdo de grupos genéticos predominantes.

Descritores: Mycobacterium tuberculosis. Oxido Nitrico. Susceptibilidade



SUMMARY

Inumaru VTG. Comparac¢io entre a susceptibilidade ao éxido nitrico e o perfil’
genético de cepas de Mycobacterium tuberculosis [ Comparison of oxide nitric
susceptibility and clustered pattern of Afycobacterium tuberculosis strains]. Sdo
Paulo (BR); 2.003 [ Dissertagdo de Mestrado — Faculdade de Saude Publica da

Universidade Sdo Paulo Brazil].

Among factors that contribute to the success of M. tuberculosis as a patliogen, its is
ability to resist and multiply inside the host macrophage. Numerous studies “in vitro”
have demonstrated that M. tuberculosis strains differ in susceptibility to reactive
nitrogen intermediates (RNI). The oxide nitric (ON) have been studied concerning its
capacity in controlling the M. tuberculosis multiplication within macrophages. It
was isolated 419 strains from tuberculosis patients from north zone of Sdo Paulo city
from March 1*2:000to May 31*2:002: The strains tested was for nitric oxide 6mM
susceptibility "in vitro" and to determine clustered patterns by RFLP-IS6/70
method. The variation in nitric oxide resistants levels observed was between 0 to
85%, average 15,5% s.d. + 16.7. The clusters identification by RFLP-IS6//0 method
showed that five clustered patterns were predominant (A, A7, F, SP, SP1). Nitric
oxide susceptibility levels was lower for the avirulent strain H37Ra (27,9%) .
Among 59 clustered patterns, only six clustered patterns (5A, B3, F4, G2, S2, U)y
showed higher nitric oxide susceptibility levels compared to the avirulent strain
H37Ra. The results obtained in this study could not demonstrated tlie relationship
between clustered patterns and nitric oxide resistant levels, suggesting that nitric
oxide resistant levels were not a determinating factor for the expansion of

predominant clustered patterns.

Descriptors: Mycobacterium tuberculosis. Nitric Oxide. Susceptibility



1 INTRODUCAO

1.1 Tuberculose

1.L.1 Caracteristicas gerais da doenca

A tuberculose (TB) é uma doenga infecciosa caracterizada por apresentar
evolugdo cronica e predominante comprometimento dos pulindes, podendo atingir
outros oOrgdos Os principais sintomas sdo tosse, febre, suores noturnos e
emagrecimento, podendo incluir ainda outras manifestagdes como dispnéia, dor
toracica, hemoptise, inapeténcia, linfangite e emagrecimento (FIUZA DE MELO e
AFIUNE 1993).

As formas extrapulmonares mais freqiientes sdo: pleural, linfatica, urinaria,
geniturinaria feminina, osteoarticular e meningoenceflica (FIUZA DE MELO e
AFIUNE 1993).

Dentre os fatores intrinsecos ao organismo humano que constituem riscos
para o desenvolvimento de ambos os tipos de TB, estdo algumas condigdes
debilitantes (desnutricdo, idade avancada e estresse), dependéncia quimica
(alcoolismo e drogas), doencas degenerativas e doengas imunossupressoras (FIUZA

DE MELO e AFIUNE 1993).

1.1.2 Etiologia e transmissao

Em 1.882, o Mycobacterium tuberculosis foi isolado pela primeira vez por
Robert Koch que demonstrou ser esta bactéria o agente etioldgico da TB humana,
recebendo assim o nome do seu descobridor. Porém, o bacilo de Koch foi
classificado no género AMfycobacterium somente em 1.896 (WAYNE e KUBICA
1984).

O género é constituido por bacilos retos ou ligeiramente curvos com
dimensGes que variam entre 0.2 — 0.7 pm de largura por 1 —10 um de comprimento,
aerdbios, iméveis e ndo formadores de esporos ou capsulas (HOLT et al 1994). Das

espécies existentes no género, somente poucas se adaptaram a algum tipo de



hospedeiro e dessas, um nimero menor se tornou patogéhicas para animais e
humanos (WOLINSKY 1979). Nenhuma influenciou, tdo drasticamente, a histéria
da humanidade como o M. tuberculosis. Sem hospedeiros intermedidrios,
reservatorios no meio ambiente ou vetores, o M. fuberculosis encontrou no homem o
seu reservatorio natural e mantenedor da espécie (WOLINSKY 1979).

O género Mycobacterium apresenta mais de 100 espécies (EUZEBY 1999),
classificadas em trés grupos de acordo com a capacidade de causar doenga no
homem: patogénicas classicas, patogé€nicas oportunistas e n3o patogénicas
(COLLINS et al 1997).

No grupo das micobactérias patogénicas estdo incluidas as espécies M. leprae
e do complexo M. tuberculosis, ou seja, M. tuberculosis, M. microti, M. bovise M.
africanum. As demais espécies, patogé€nicas oportunistas e ndo patogénicas,
atualinente denominadas de micobactérias ndo tuberculosas (NMT) apresentam
patogenicidade varidvel podendo causar doenga no homem e animais (COLLINS et
al 1997).

A principal fonte de infecgio humana pelo bacilo da TB € o individuo
portador de TB pulimonar bacilifera, ou seja, aquele que esté eliminando o bacilo no
escarro. Ao falar ou tossir, esse individuo geralmente emite goticulas contendo
bacilos que podem ser inaladas imediatamente, pelas pessoas que se encontram
préximas (contactantes) ou depois de algum tempo de permanéncia no ar ambiente
(TARANTINO e LEITAO DE OLIVEIRA 1990Y.

Apenas as goticulas com didmetro de dois a 10 um e por esta razio contendo
poucos bacilos (um ou doisy conseguem alcangar os alvéolos pulinonares, ¢ as
maiores sdo depositadas na arvore traqueobrdnquica e eliminadas pelo sistema de
defesa mucociliar (TARANTINO e LEITAO DE OLIVEIRA 1990).

1.1.3" Aspectos epidemiologicos
A Organizagio Mundial de Satde estimava que um ter¢o da populagdo
mundial, esteja infectada pelo M. tuberculosis e que anualmente ocorram cerca de
oito milhdes de casos de TB com saldo de 2,9 milhdes de mortes, sobretudo em
grupos etérios reprodutivos e economicamente ativos (SUDRE et al 1992, DOLIN et
al 1994, WHO 1997).



Nas primeiras décadas do século XX, a introduggo da pasteurizagio do leite e
melhorias nas condigdes de vida da populagdo de paises mais ricos resultaram na
diminui¢do da incidéncia e da mortalidade ocasionadas pela TB. Esse decréscimo foi
ainda mais acentuado a partir da introdu¢io da quimioterapia na década de 40
(SHIMAO 1983, RAVIGLIONE et al 1995). A comunidade médica e cientifica,
assim como, as autoridades sanitarias passaram a acreditar que melhorias nas
condi¢des de vida e a quimioterapia iriam manter a tendéncia de redugéo progressiva
da incidéncia de tuberculose até o seu controle (MURRAY 1991).

A partir da segunda metade da década de 80, assistimos em boa parte do
mundo um recrudescimento da morbi-mortalidade por TB atingindo inclusive os
paises industrializados. Diferentes fatores parecem ter influenciado esta nova
tendéncia, entre eles a co-infecgdo HIV (Virus da imunodeficiéncia adquirida)/ M.
tuberculosis, o aumento da freqiiéncia de cepas de micobactérias multi-resistentes as
drogas habitualmente utilizadas no tratamento da TB, a queda na qualidade dos
programas de controle desta doenga, as crises politicas e econdmicas que geraram
correntes migratorias de areas endémicas de TB para regiGes economicamente mais
desenvolvidas (KOCHI 1994, MURRAY 1997, RAVIGLIONE et al 1993).

A regido das Américas alberga 7% do total mundial de casos de TB. No
Brasil, estima-se que ocorram cerca de 129.000 casos novos por ano, dos quais
apenas 90.000 casos novos sio notificados oficialmente. O Estado de Sdo Paulo,
responsavel pelo maior nimero absoluto de casos novos, notificou 20.125 casos
novos no ano de 2.001, com um coeficiente de incidéncia de 50/100.000 habitantes e
cerca de 1.500 6bitos por ano (MINISTERIO DA SAUDE 2002; CENTRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA 2002).

1.1.4 Imunopatologia
A infecgio peld M. wberculosis, freqiientemente, se inicia no parénquima dos
lobos pulmonares apds a inalagdo de nucleos secos de goticulas (nucleo de Wells)
contendo este microorganismo, passando a seguir para os noOdulos linfaticos da
regido hilar, de onde pode ser disseminada para diversos tecidos e Orgdos, pela

corrente hematogénica ou linfatica (DANNENBERG 1999).



A infecgdo do parénquima pulmonar e dos nddulos linfaticos da regido hilar é
denominada de complexo primario e este, juntamente com os focos infecciosos que
se formam nos diferentes 6rgios e tecidos sdo denominados de infecgfio primaria
(DANNENBERG 1999).

Durante o curso da infec¢gdo e desenvolvimento da doenga, diferentes
componentes antigénicos do bacilo estimulam os linfocitos B induzindo sua mitose e
sua transformagiio em plasmoécitos secretores de imunoglobulinas contra esses
antigenos (SULTZER 1988). No entanto, essa resposta imunoldgica humoral ndo
desempenha um papel importante na defesa contra o adoecimento por tuberculose,
porque os anticorpos ndo conseguem destruir os bacilos e estes também ndo
produzem toxinas que possam ser neutralizadas (IVANYI e THOLE 1994). Assim,
cabe aos linfocitos T CD4+ (linfécitos T helper ou auxiliares) e as células fagociticas
mononucleadas (macrofago, monodcitos, células de Kupfer, histocitos) a grande
responsabilidade pelo processo de destrui¢io do bacilo e do desenvolvimento da TB
(DANNENBERG 1999). Os macrofagos secretam interleucina (Il) 1, que ira ativar
linfécitos T que, por sua vez, ao secretarem linfocinas (fator de quimiotaxia de
macrofagos, fator de inibigio e migragio de macréfagos e outros), irdo atuar sobre
macréfagos, tornando-os ativados, ou seja, com maior atividade microbicida.

Desta interagdo patégeno-hospedeiro (M. tuberculosis versus sistema
imunolégico celular), podem ocorrer trés tipos bésicos de reagSes inflamatérias:
(1) Inflamagdo exsudativa, observada durante o processo de infec¢io primaria antes
do desenvolvimento da hipersensibilidade do tipo tardia,;
(ii) reagdo produtiva, caracterizada pela formagfio de granulomas, basicamente
através de macréfagos, células epitelibides e linfocitos, quando a quantidade de
bacilos ou antigenos, no local da infecgdo é baixa e a hipersensibilidade tardia
elevada e
(iii) reagfio necrotica, desencadeada no estagio mais avancado do processo
inflamatério, quando a quantidade de antigeno no local da infecgio e a
hipersensibilidade dos tecidos encontram-se bastante elevadas, dando origem a uma
les@o escavada denominada caverna tuberculosa (DANNENBERG 1999).

A reagdo inflamatéria depende de dois tipos de resposta linfocitaria, mediadas

pelos linfocitos TH1 e TH2. No primeiro caso ha liberagdio de gama-interferon e 11 2,



que atuam contendo a multiplicagdo celular e no segundo, com a atuagéo das Il 4, 5,
6 e 10, ocorre a coalescéncia dos granulomas, liberagdo do fator de necrose tumoral e
conseqiiente disseminagio da infecgio (SCHLUGER e ROM 1998, FLYNN e
CHAN 2001).

De acordo com RICH (1951), a probabilidade de ocorréncia de lesdo
tuberculosa é diretamente proporcional ao nimero de bacilos infectantes, a viruléncia
desses bacilos e ao grau de hipersensibilidade que induzem no hospedeiro. Por outro
lado, € inversamente proporcional & resisténcia natural e a resisténcia adquirida no
hospedeiro.

Na década de 90 foi demonstrado que em resposta a estimulos antigénicos, os
macrofagos sdo ativados por células T, especialmente CD4, que secretam IFNy
(Interferon gama), IL2 (RHOADES e ORME 1997) e IL4 (WANG et al 1998), os
quais estimulardo a producgio da Oxido nitrico sintase (iNOS) (CHAN et al 1995,
RHOADES e ORME 1997).

Dessa forma, a atividade antimicrobiana esta relacionada com a produgio de
compostos nitrogenados (RNI), produzidos pela agio da iNOS sobre a L-arginina.
Esta enzima quebra o terminal guanidino da L-arginina liberando é6xido nitrico (ON)
e outros compostos, tais como: nitrito (NO,-) e nitrato (NOs), os quais sdo
relativamente estaveis sob condigdes fisiologicas (RHOADES e ORME 1997).

A base bioquimica de resisténcia dos microorganismos ao ROI (Reativo de
Oxigénio Intermediario), tem sido objeto de estudos nos Gltimos 100 anos, desde que
a caracterizagdo da catalase no campo da enzimologia. Porém, estudos sobre a
resisténcia ao RNI (Reativo Nitrogénio Intermediario) s3o relativamente recentes
(NATHAN e SHILOH 2000) e tem demonstrado que apenas o ROI pode ser
insuficiente para destruir o0 M. tuberculosis, mas ele combinado com RNI pode ter
uma significante agio micobacteriana (SCHNEEMANN et al 1993, VALWAY et al
1998).

Além da atividade antimicrobiana, foi demonstrado que os produtos RNI sdo
importantes mensageiros fisiologicos intracelulares, pois mediam uma variedade de
fungBes, incluindo regulagdo da dilatagio de musculos lisos e a neurotransmissdo
(CHAN et al 1992, LOWENSTEIN et al 1994, NICHOLSON et al 1996, WANG et
al 1998).



Os mecanismos potenciais pelos quais 0 ON e outros compostos de RNI
atuam no controle de infecgGes intracelulares sdo: modificagio do DNA, proteinas e
lipideos, presentes tanto na superficie como no interior da célula (CHAN et al 2001).
Outros mecanismos de destruigdo pelo ON incluem interagdio com proteinas
acessorias, tais como: grupos heme, tiols, residuos aromaticos ou fendlicos, radicais
tirosil e aminas, resultando em inativacio enzimatica e outras fungdes proteicas do

microorganismo (GOW et al 1999).

1.1.5 Viruléncia

A capacidade do M. tuberculosis causar doenga, ou seja, sua viruléncia é uma
caracteristica mediada por multiplos fatores biologicos (JACOBS e BLOOM 1994) e
depende, como descrito anteriormente, da resposta imunolégica celular
(DANNENBERG 1999, FLYNN e ERNST 2000).

Os mecanismos especificos que possibilitam a sobrevivéncia do M.
tuberculosis no interior dos fagocitos sdo pobremente compreendidos, embora se
saiba que podem estar relacionados & sua capacidade de inibir a fusdo do lisossoma
com o fagossoma ou, até mesmo, de resistir ou evitar a agio de enzimas proteoliticas,
proteinas catidnicas e de outras substincias téxicas tais como H2O, e O,, radicais
hidroxilas, NO e NO,-, presentes no interior do fagolisossomo (KORNFELD 1987).
De modo geral, resta ainda saber, quais fatores de viruléncia, seriam realmente
preponderantes e quando e como interagiriam com as estruturas quimicas especificas
das células do hospedeiro, para exercer a sua agio sobre as mesmas.

Um dos fatores que contribuem para o sucesso do M. tuberculosis como um
patégeno incluem, sobretudo, sua capacidade em resistir € se multiplicar nos
macrofagos. Os macréfagos ativados produzem compostos formados de oxigénio e
nitrogénio denominados de ROI ¢ RNI (CHAN et al 2001, FIRMANI ¢ RILEY ab
2002, GOW et al 1999, LIEW e COX 1991, NATHAN e HIBBS 1991, NATHAN
1992).

1.2 Modelos experimentais para avaliacio da acio do éxido nitrico

Varios estudos “in vitro”, mostraram que o RNI possui atividade inibitoria

para uma ampla variedade de bactérias, incluindo as micobactérias (CHAN et al



1992, FIRMANI e RILEY 2002a,b, LIEW ¢ COX 1991, LOWENSTEIN et al 1994
NATHAN e HIBBS 1991, NATHAN 1992). Dentre os RNIs, o ON tem sido muito
estudado em razdo de sua capacidade em confrolar a multiplicagio do M
tuberculosis no interior dos macréfagos (FIRMANI e RILEY 2002a).

Pesquisadores utilizaram para tais estudos “in vitro” o nitrito de sédio em
meio de cultura com pH acido. Sabe-se que nestas condigdes, o nitrito de sodio €
convertido em 4cido nitroso e sua subseqiiente decomposi¢do em 4cido nitroso que
gera o ON e outros compostos nitrogenados (FIRMANI E RILEY 2002a, O’BRIEN
et al 1994).

CHAN et al (1992) demonstraram que o RNI produzido quimicamente em
concentragdes de 1,0 a 10,0 mM ¢ bactericida para M. tuberculosis “in vitro”.

Em modelos animais, o ON produzido pelos macréfagos, exerce importante
fungio na destrui¢do de M. ruberculosis (CHAN et al 1992, 1995). O’BRIEN et al
(1994), demonstraram a correlagio da resisténcia “in vitro” de vérias cepas de M.
tuberculosis ao ON com a viruléncia para cobaios. Cobaios infectados por M.
tuberculosis, tratados com inibidores de iINOS, apresentaram um aumento na
mortalidade, entre outros danos, confirmando a importancia do RNI na resisténcia a
infecgdo tuberculosa (CHAN et al 1995).

Em um outro estudo pode-se observar que os macrofagos de cobaios
infectados por M. tuberculosis (28 dias) produziram de trés a quatro vezes mais ON
que os macrofagos obtidos no 7° dia da infecgdo (NABESHIMA et al 1999).

A administragio de inibidores de iINOS em camundongos reduzin sua
sobrevida de 120 dias para 28 dias (CHAN et al 1995). Em outro estudo,
camundongos com TB latente foram inoculados por seis meses com inibidores de
iNOS, aminoguanidina, resultando no recrudescimento da infecgdio crbnica e
evoluindo para morte (FLYNN et al 1998).

O’BRIEN et al (1994) demonstraram que ocorrem diferengas de cepas para
cepas na susceptibilidade a produtos quimicos de RNI de isolados clinicos de M.
tuberculosis e que sua resisténcia relativa “in vitro” correlaciona-se bem com sua

viruléncia em cobaios.



1.2.1 Estudos em humanos sobre a acio do 6xido nitrico

As células fagociticas sfio a primeira linha de defesa contra as micobactérias
e suas capacidades em inibir o crescimento ou matar M. tuberculosis podem
determinar o curso da infecgdo. As células humanas envolvidas nesta resposta sdo os
neutroéfilos, monécitos e os macrofagos alveolares (ASTON et al 1998).

Até 1.993 havia uma controvérsia sobre a importincia do RNI no controle de
patogenos em humanos (SCHNEEMANN et al 1993). No entanto, alguns estudos
t€m detectado ON em macrofagos humanos (FRIEDMAN et al 1997). NICHOLSON
et al (1996), demonstraram que macrofagos alveolares humanos de pacientes com
TB induzem a iNOS, uma enzima responsavel pela produgio de RNI, sugerindo que
RNI pode exercer uma fun¢do no controle do bacilo da TB por esses macrofagos.
NOZAKI et al (1997), mostraram que iNOS produzida em macréfagos alveolares
humanos podiam controlar a replicagio de M. bovis BCG “in vitro”.

MANCA et al (1999) demonstraram que as diferencgas observadas na resposta
ao hospedeiro em cobaios também s@o observadas em mondcitos humanos.

WANG et al (1998), encontraram um aumento de ON em pacientes com TB
pulmonar ativa e mostraram que isso ocorre devido a regulagio da iNOS em

macrofagos alveolares.

1.3 Utilizacio da epidemiologia molecular para identificacio de subtipos
genéticos com caracteristicas especificas de viruléncia
A caracterizagio molecular de cepas de M. tuberculosis pelo método de
“Restriction Fragment Lengh Polymorphism” RFLP ( polimorfismo ao comprimento
dos fragmentos obtidos, apds digestdo com enzimas de restri¢do), tem sido utilizada
por mais de uma década. Este método tem permitido compreender a transmissdo da
TB em surtos € em comunidades abertas, como também na investigagdo da expansdo
de cepas virulentas de M. tuberculosis (ALLAND et al 1994, FRIEDMAN et al
1997, SMALL et al 1994, VALWAY et al 1998).
Esse método tem se mostrado um excelente instrumento para o rastreamento
de marcadores biologicos encontrados em cepas com maior capacidade de
disseminagdo em popula¢Ges humanas. Estudos tém demonstrado que certas cepas de

M. tuberculosis, obtidas de humanos, tem maior capacidade de disseminagdo em



areas geograficamente limitadas, sendo que uma dessas cepas mostrou-se altamente
resistente a0 RNI, sugerindo que essa caracteristica seja um marcador associado a
maior capacidade de disseminagdo de cepa mais virulenta (FRIEDMAN et al 1997,
VALWAY et al 1998). Portanto, ja existem evidéncias de que a resisténcia ao RNI
pode exercer um importante papel na capacidade do microorganismo em disseminar-
se numa comunidade.

Um estudo epidemiologico realizado na cidade de Nova York, entre 1.992 e
1.993, demonstrou que a “cepa denominada C” de M. tuberculosis sensivel a todas as
drogas anti tuberculose e mais freqiientemente encontrada em circulagio pela cidade
(9%) era altamente resistente ao ON (FRIEDMAN et al 1997).

Em outro estudo, efetuado entre pacientes portadores de TB, HIV positivos e
negativos, atendidos em dois ambulatérios de referéncia da cidade de Sdo Paulo
sugere que um numero limitado de cepas de M. muberculosis, identificadas pelo
método de RFLP-IS6110 tendem a predominar entre os pacientes de TB nesta cidade
(FERRAZOLI et al 2000). Nesse mesmo estudo foi detectada a existéncia de dois
grupos geneticamente distintos de M. tuberculosis denominados A e SP, que
abrangem cerca de 26% dos isolamentos independentemente, dos pacientes serem ou
nfo infectados por HIV. Como mencionado anteriormente fato semethante, também,
foi observado em outras metropoles como é o caso de Nova York, onde a alta taxa de
TB causada por micobactérias multi-resistentes a drogas (TB-MDR) foi atribuida a
um namero limitado de cepas (FRIEDMAN et al 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar a susceptibilidade ao 6xido nitrico com os perfis genéticos de cepas de

M. tuberculosis.

2.2 Especificos

Identificar e caracterizar cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes residentes

na cidade de S@o Paulo pelo método de RFLP-IS6/ 10, analisando o perfil genético.

Determinar os niveis de resisténcia ao marcador biolégico “6xido nitrico”, de cepas

de M. tuberculosis, isoladas de pacientes residentes na cidade de Sdo Paulo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Identifica¢fo e caracterizacio das cepas

Foram, estudadas cepas de M. tuberculosis isoladas de escarro de pacientes
com TB pulmonar (uma de cada paciente), durante o periodo de 1° de margo de 2000
a 30 de maio de 2002, atendidos em trés instituicdes localizadas na zona norte do
municipio de S3o Paulo, (CRT-DST/AIDS municipal de Santana, CRT-DST/AIDS
municipal de Freguesia do O e Complexo Hospitalar do Mandaqui). Essas
instituicGes atendem pacientes residentes na zona norte do municipio, composta por
13 subdistritos (Tremembé, Tﬁcuruvi, Santana, Jagand, Vila Medeiros, Vila
Guilherme, Mandaqui, Casa Verde, Vila Maria, Freguesia do O, Limao e Vila Nova
Cachoeirinha).

A cepa de referéncia de M. tuberculosis utilizada no ensaio genético foi a Mt
14323 (van EMBDEN et al 1993) e no teste de susceptibilidade ao 6xido nitrico,
foram utilizadas como controle as cepas H37Rv - ATCC 27294 e H37Ra- ATCC
251717.

3.2 Diagnostico laboratorial da tuberculose

Os exames bacteriologicos para o diagndstico de TB pulmonar foram
realizados nos laboratorios do CRT-DST/AIDS da Freguesia do O e do Complexo
Hospitalar do Mandaqui.

As amostras de escarro foram submetidas a exames microscopicos
(baciloscopias) apos coloragio pela técnica de Ziehl Neelsen (MINISTERIO DA
SAUDE 1994) e a cultura para o isolamento do M. tuberculosis pela técnica de
Ogawa-Kudoh (SUSEMICHI et al 1993).

As culturas positivas foram submetidas aos testes de identificagio (COLLINS
et al 1997). Para a realizagfio destes testes as culturas foram subcultivadas em dois
tubos contendo o meio de Lowenstein Jensen (L-J) (MINISTERIO DA. SAUDE
1994), sendo um deles acrescido de 500 pg/ml de acido para-nitrobenzoico (Aldrich
Chemical Company, Milwaukie, WI, EUA) e outro de 2 pg/ml de hidrazida do acido

tiofeno-2-carboxilico. A identificagio do M. tuberculosis foi feita com base nas
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caracteristicas das culturas e na inibigio do crescimento pelo &cido para-
nitrobenzoico, e ndo inibigdo pelo acido tiofeno-2-carboxilico (COLLINS et al
1997).

Para conservag8io das cepas, uma algada de cada cultura de M. fuberculosis
foi inoculada em criotubos de 2 ml contendo migangas de vidro imersas em 500 pl
de meio de Sauton acrescido de 10% glicerol (anexo I). Apés homogeneizagio o
meio foi retirado e as migangas mantidas a —70°C (KIRSOP e DOYLE 1999).

3.3 Caracteriza¢fio das cepas de Mycobacterium tuberculosis, quanto ao
perfil genético pelo método de RFLP-1S6110

As cepas identificadas no periodo de 26 meses do estudo foram submetidas

ao método de RFLP-IS6/10, de acordo com as recomendagBes propostas por van

EMBDEN et al 1993, seguindo os seguintes passos:

3.3.1 Extracéio e purificacio do DNA bacteriano

Uma porgdo da cultura (aproximadamente 40 mg, peso imido) de cada uma
das cepas de M. tuberculosis isoladas e da cepa de referéncia Mt 14323 foi
transferida, com o auxilio de uma alga descartdvel para um tubo tipo Eppendorf
contendo 500 pl de agua ultrapura, obtida por filtragdo pelo aparelho Milli Q
Millipore, esterilizada e incubada em banho-maria a 80°C por 30 min.

Ap6s a centrifugagio a 12.000 rpm durante um minuto em microcentrifuga
(Fisher Scientific Company, Springfield, NJ, EUA), o sobrenadante foi desprezado e
ao sedimento foram acrescentados 500 ul de solugio tamp3o TE (anexo II-a) e 50 pl
de solugdo de lisozima (anexo II-b) e a solugio foi incubada a 37°C por 18 hs
(“solugdo 17). Um vplume de 6 ul da solugio de proteinase K (anexo II-c) e 70 pl da
solugé@o de DSS (anexo II-d) foram adicionados a “solu¢dio 1” e as preparagdes foram
incubadas em banho-maria a 65°C por 10 minutos, (“solugéo 2”).

Em seguida, foram adicionados 100 ul de uma solugdo de NaCl 5M e 80 pl
da solugdo CTAB-NaCl (anexo Il-e), previamente aquecida (“solugdo 3”). As
preparagdes foram novamente incubadas em banho-maria a 65°C por 10 minutos.

Posteriormente, foram adicionados 700 ul de uma mistura de cloroférmio/alcool
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isoamilico na propor¢do de 24:1, e as preparagdes foram centrifugadas a 12.000 rpm
por 1 minuto, onde se observou a formagio de duas fases de densidade diferentes
(“solugdo 4”).

A fase superior de cada preparagio foi transferida para tubos do tipo
Eppendorf esterilizados contendo 450ul de isopropanol. A mistura foi
homogeneizada delicadamente e, ap6s precipitagio do DNA a —20°C por 18 hs, os
tubos foram submetidos a centrifuga¢do a 12.000 rpm por 20 minutos 4°C.

Os sedimentos foram lavados com etanol a 70% (previamente resfriado a —
20°C) e submetidos a centrifugagdo a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apés a
secagem a temperatura ambiente, os sedimentos foram suspensos em 30 ul de
solucdo tampdo TE (anexo II-a), mantidos sob refrigeragéio por 2 hs e em seguida
armazenados a —20°C.

Para verificar a integridade do DNA obtido, 1 ul de cada preparagdo foi
diluido em 10 pl de solug@o tampdo TE (anexo II-a), acrescido de 4 pl de solugio de
arraste (anexo II-g) e submetido a eletroforese em gel de agarose (Invitrogen life
techinologies, Nova Zelandia) a 1,0% em solugdo tampao TAE uma vez concentrado
(anexo I1-f).

A eletroforese foi realizada em cuba horizontal (Sigma) a 50 volts (fonte EPS
200, Pharmacia Biothec, Uppssala, Suécia) até a introdugdo do material no gel e,
posteriormente, a 100 volts por 40 minutos. Apds este periodo, o gel foi corado em,
solugdo de brometo de etidio (anexo II-q) por 15 minutos e examinado sobre uma
fonte de luz ultra violeta de 254 nm (Pharmacia Biothec).

O gel foi fotografado com cimera instantinea (Polaroid, modelo MP-4 Land,
Polaroid Corporation, Cambridge, MA, EUA), utilizando-se um filme de alta
sensibilidade (Polaroid 667) e um filtro laranja (Kodak Eastman). Quando o DNA
ndo foi visualizado como uma faixa compacta na parte superior do gel, os

procedimentos de extragio e purificagdo foram novamente efetuados.

3.3.2 Quantificaciio e digestio
Para determinar a concentragio de DNA, 2 ul das preparagdes purificadas
como descrito no item 3.3.1. foram diluidos em 200 pl de solugio tampdo TE (anexo

II-a) e submetidos a leitura da absorbincia em espectrofotémetro especifico



14

(GeneQuant II, Pharmacia Biotech). Aproximadamente 3 pug de DNA de cada
preparagio foram transferidos para tubos tipo Eppendorf esterilizados e foram
adicionados: 5 unidades (U) da enzima de restrigio Pvu 11, 2 pl da solugéo tampdo
especifica (NaCl 50 mM, Tris- HCl 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, pH 7,9 -
New England — Biolabs, Beverly, MA, EUA) e agua purificada esterilizada para
completar o volume final de 20 pul. Os tubos foram incubados em banho-maria a

37°C por 4 hs.

3.3.3 Separacio e transferéncia para membrana

A mistura de DNA e enzima preparada como descrito no item 3.3.1 foram
acrescidos 6 pl da solugdo de arraste (anexo II-g) e estas preparagoes foram aplicadas
nos orificios de gel de agarose (20X20cm) a 1% em solugdo tampdo TAE (anexo II-
f) uma vez concentrado. Em cada gel, foi incluido o DNA da cepa de referéncia Mt
14323 em ambas as posi¢Oes laterais e uma na regido central. A separagdo por
eletroforese foi realizada a 30 volts durante o periodo de 17 hs e a temperatura
ambiente. A coloragdo do gel, a visualizagio do DNA e o registro fotogréfico foram
realizados como descrito no item 3.3.1.

Os procedimentos para despurinagdo, desnaturagdo, neutralizagdo e
transferéncia dos fragmentos de DNA separados no gel de agarose para as
membranas de nailon foram realizados sob pressio de 50 mbar, utilizando-se o
equipamento Vacu Gene XL Vaccum Blotting System (Pharmacia Biotech). Cada
gel foi colocado sobre uma membrana de nailon (Boehringer Mannheim), coberto
com 20 ml das seguintes solu¢des: a) solugdo de despurinag@o (anexo II-i) por sete
minutos, b) solugdo desnaturante (anexo II-j) por sete minutos; c) solugio
neutralizante (anexo II-I) por sete minutos, e d) solugdo SSC 20X (anexo II-h) por 30
minutos.

Em seguida, as membranas foram lavadas rapidamente em solugdo SSC
(anexo II-h) diluida dez vezes e mantida a 37°C por 30 minutos para secagem. Para a
fixacdo dos fragmentos de DNA, as membranas foram expostas a 120.000 pjoules de
radiagfo ultravioleta (Stratalinker UV crosslinker, modelo 1800, Stratagene, La Jolla,
CA, EUA) por aproximadamente 20 segundos.
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3.3.4 Preparo da sonda genética

O DNA utilizado como sonda consiste em uma seqiiéncia de 245 pb do
elemento de inserg¢io IS6110 e foi preparado pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) com a utilizagdo dos oligonucleotideos iniciadores: INS1 - 5° CGT GAG
GGC ATC GAG GTG GC e INS2- 5 GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA, (van
EMBDEN et al 1993).

Uma pequena porg¢do da cultura da cepa de Mt 14323 em meio de L-J foi
transferida para um tubo tipo Eppendorf, contendo 500 pl de agua ultrapura
esterilizada, fervida por dez minutos, congelada a —20°C e descongelada no momento
da reagdo.

Um volume de 5 pl desta preparagdo foi adicionado a 11 tubos com
capacidade para 200 pl, mantidos em banho de gelo em uma cimara de fluxo
laminar, contendo os seguintes reagentes para PCR (Pharmacia Biotech): solugdo
tampdo (Tris-HCl 10 mM—pHS,3, KCI 50 mM, MgClL, 1,5 mM), MgCl, 1mM, 0,2
mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado (dATP, DCTP, dGTP, dTTP), 25
pmoles de cada oligonucleotideos iniciador (INS1 e INS2), 1,0 U de 7ag DNA-
polimerase e agua ultrapura esterilizada para completar o volume de 50 pl. Em um
tubo, em lugar da preparagdo de DNA da cepa de referéncia, foram colocados 5 ul de
agua ultrapura esterilizada como controle negativo da reagdo.

Os tubos foram transferidos para um termociclador (GeneAmp PCR System
9600, Perkin Elmer Company, Norwalk, CT, EUA), e foram aquecidos a 94°C por
dez minutos para a desnaturagio do DNA e submetidos a 30 ciclos de amplificaggo,
constituidos de um minuto a 94°C (desnaturagio), dois minutos a 56°C (hibridag?o) e
1 minuto a 72°C (extens3o).

Um volume de 10 ul da preparagdo foi submetido & eletroforese em gel de
agarose como descrito no item 3.3.1. Como padrio de tamanho molecular foi
adotado o marcador de DNA “Ladder” de 100 pb (Pharmacia Biotech). A colorag@o,
visualizagdo e documentagio do produto amplificado foram considerados corretos,
quando uma banda de 245 pb foi observada contra o marcador de DNA “Ladder”

100 pb acima mencionado.
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3.3.5 Purificacio e marcacio da sonda de DNA

Um volume de 500 pl do material amplificado (item 3.3.4) foi acrescido de
50 ul de uma solugdo esterilizada de acetato de sédio (3 M, pH 5,2) e 1,1 ml de
etanol previamente refrigerado a —20°C e a mistura foi mantida a —20°C por 18 hs.

Apos centrifuga¢do a 12.000 rpm por 20 minutos em microcentrifuga (Fisher
Scientific), o sedimento foi lavado com etanol 70% refrigerado, mantido a
temperatura ambiente até a completa secagem e suspenso em 500 pl de solugdo
tampdo TE (anexo II-a). Para a marcagio com digoxigenina (D1G) 11-dUTP
(Genius DNA Labelling and Detection Kit, Boehringer Mannheim),
aproximadamente 1 ug da sonda de DNA, cuja concentragdo foi determinada como
descrito no item 3.3.2, foi desnaturado pela fervura por 10 minutos e resfriamento
rapido em banho de gelo.

A seguir foram adicionados os seguintes reagentes: 2 pl da mistura de
hexanucleotideo, 2 pl da mistura de desoxirribonucleotideo, 1 pul do reagente
contendo o fragmento Klenow da DNA Polimerase I (Genius DNA Labelling and
Detection Kit, Boehringer Mannheim) e 4gua ultrapura esterilizada para completar o
volume para 20 ul. Apds incubagio do tubo em banho-maria a 37°C por 18 hs, foram
adicionados 2,5 ul de uma solugdo de LiCl; 4 M e 75 pl de etanol 95% refrigerado e
a preparagdo foi mantida a —20°C por 18 hs.

O sedimento obtido pela centrifugagido a 12.000 rpm por 20 minutos foi,
entdo, lavado com etanol 70% refrigerado, mantido & temperatura ambiente para
secagem, suspenso em 50 pl de solugfo tampdo TE (anexo II-a) e armazenado a —
20°C.

3.3.6 Quantificacio da sonda de DNA marcada
Para a determinagdo da concentragdo da sonda de DNA marcado, as
preparagdes obtidas como descrito no item 3.3.5 foram diluidas em séries (razéo 10)
em solug@o tampio especifica (Genius DNA Labelling and Detection Kit, Boehringer
Mannheim) e 1 ul de cada diluigdo foi aplicado em uma membrana de nailon
(Boehringer Mannheim).
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Apobs a fixagdo do DNA como descrito no item 3.3.3, a membrana foi
colocada em uma placa de Petri, umedecida com solugdo tampdo 1 (anexo II-m) e
imersa em 10 ml da solugio tamp&o 2 (anexo II-p) por cinco minutos.

O anticorpo contra DIG (DIG DNA Labelling and Detection Kit, Boehringer
Mannheim) conjugado a fosfatase alcalina, diluido 1:5.000 em solugéo tampdo 2
(anexo II-p), foi adicionado e, apds 5 minutos, retirado com a realizagdo de duas
lavagens consecutivas da membrana com solugdio tampdo 1 (anexo II-m) por cinco
minutos.

A solug@o tampdo 3 (anexo II-r) foi adicionada e retirada apo6s dois minutos.
A revelagdo da reagdo antigeno-anticorpo foi realizada pela adi¢io de 10 ml da
solugdo de revelagdo (anexo II-s). A membrana foi mantida ao abrigo da luz e
examinada periodicamente quanto ao aparecimento de cor. Apds secagem da
membrana, foi feita a estimativa da concentragdo de DNA seguindo a escala de cores

fornecida pelo fabricante.

3.3.7 Hibridacao do DNA bacteriano com a sonda de DNA marcada

As membranas contendo os fragmentos de DNA preparadas como descrito no
item 3.3.3 foram envoltas em uma tela de nailon colocadas em tubos de vidro
especificos, com a face contendo DNA voltada para cima.

Depois de umidificadas por dois minutos com a solugdo SSC (anexo II-h)
diluida dez vezes, as membranas foram incubadas com 10 ml da solugdo de
hibridagdo, contendo aproximadamente 15 ng de sonda de DNA marcada,
previamente, desnaturada (100°C por dez minutos e resfriamento em banho de gelo
por cinco minutos).

Ap6s hibridagdio a 42°C por um periodo de 16-18 hs, as membranas foram
lavadas quatro vezes. As duas primeiras lavagens foram realizadas com 50 ml de
solugdo tampdo A (anexo II-n) a temperatura ambiente por cinco minutos e as demais
lavagens com 50 ml de solugdo tampdo B (anexo II-0) a 68°C por quinze minutos.
Ap0s o tratamento com 50 ml da solu¢do tampdo 1 (anexo II-m) por 3 minutos, as
membranas foram mantidas em 80 ml da solugdo tampio 2 (anexo I-p) a

temperatura ambiente por 30 minutos. Esta solugdo foi substituida por 20 ml da
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solugdo tampéo 2 (anexo II-p) e 4 ul do anticorpo contra DIG conjugado a fosfatase
alcalina.

Apos incubagdo a temperatura ambiente por 30 minutos, as membranas foram
submetidas a duas lavagens em 50 ml de solugdo tampdo 1 (anexo II-m) a
temperatura ambiente por 15 minutos, retiradas do tubo de vidro e colocadas em um
recipiente de vidro pirex contendo 20 ml de solugdo tampdo 3 (anexo II-r) por trés
minutos.

Ap6s revelagdo colorimétrica realizada como descrito no item 3.3.6, as

membranas foram mantidas a 37°C para secagem e armazenadas ao abrigo de luz.

3.3.8 Anilise do perfil genético das cepas

O perfil genético de cada cepa de M. tuberculosis foi analisado visualmente e
com o auxilio do programa de computagio GelCompar II, versio 2.0 para
“Windows” (Apllied Maths, Kortrijk, Bélgica).

A andlise com este programa foi feita com base na copia das membranas
obtidas por um equipamento programado para 75 DPI (“scanner”, Sharp, Mahwah,
NJ, EUA), ap6s o alinhamento dos fragmentos de DNA das preparagdes teste com os
da preparag@o da cepa de referéncia Mt 14323 (PM =14.4,7.2,7.0, 4.4, 3.6, 3.0, 2.3,
2.0, 1.8, 1.5, 1.4, 1.0 kb), aplicados na posi¢do central e em ambas as posigdes
laterais de cada gel.

O nimero de copias da 1S6710 foi determinado de acordo com o nimero de
fragmentos de DNA hibridados com a respectiva sonda e visualizados em forma de
banda compacta na membrana de nailon. Para cada banda visualizada, considerou-se
uma copia da 1S6110.

A comparagio dos perfis genéticos designados aleatoriamente, por numeros
e/ou letras do alfabeto, resultou na classificagdo das cepas em pertencentes ou nio a
um grupo genético. Cepas que apresentavam bandas de DNA idénticas em numero e
peso molecular, consideradas, portanto, de mesmo perfil genético foram classificadas
como pertencentes a um determinado grupo genético.

Grupos genéticos que apresentavam mais que 70% de similaridade, foram
considerados como pertencentes a uma familia de grupos genéticos. Cepas com perfil

genético tnicos foram caracterizadas como ndo pertencentes a um grupo genético.
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Para a construgdo do dendograma, os perfis genéticos foram comparados com
base no peso molecular e no niimero de cOpias de fragmentos hibridados com a
sonda IS6110 pelo método UPGMA, utilizando-se o coeficiente de Dice, seguindo as
instru¢des do manual do Programa GelCompar II, versdo 2.0 (Apllied Maths).

3.4 Caracterizacfio das cepas de Mycobacterium tuberculosis quanto ao
perfil de susceptibilidade ao 6xido nitrico (ON)
A avaliagdo da susceptibilidade ao ON foi feita de acordo com o método
descrito anteriormente por FRIEDMAN et al 1997.

3.4.1 Preparo da suspensio bacteriana

A partir de um primo-isolamento em meio de L-J, foi retirada uma porgéo de
cultura (aproximadamente 40mg, peso timido) e transferida com o auxilio de uma
alga descartavel para um tubo de rosca (12X120mm) esterilizado contendo 3ml do
meio de Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA) com
glicerol (Lab Synth Produtos Laboratérios, SP, BRA), tween 80 (Vetec Quimica Fina
Ltda, RJ, BRA) e o enriquecimento ADC (Difco Laboratories, anexo IIl-a) e estas
incubadas a 37°C por aproximadamente sete dias.

Apos este periodo, as culturas foram transferidas (sem os grumos visiveis de
bactérias) para frascos de vidro com tampa de rosca esterilizados contendo 30 ml do
mesmo meio (anexo III - a). Para controle da contaminagdo, uma gota de cada

cultura foi semeada em meio de agar chocolate e incubados a 37°C por 24
horas (anexo III-b).

Os frascos foram entdo incubados 37°C por aproximadamente dez dias.
Aproximadamente 3 ml dessas culturas foram submetidas a leitura da densidade
Optica em espectrofotdmetro, no comprimento de onda 540nm. As culturas que
alcancaram uma densidade Optica entre 0,25 e 0,30 com turbidez equivalente a
aproximadamente 4,0 x 10 bactérias/ml, foram transferidas para vénulas de
polipropileno esterilizadas de 50 ml e centrifugadas (Fanen, SP, BRA) a 4.000 rpm
por 15 minutos. Apés a centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado e 7,5 ml do
meio de Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) com glicerol (Lab Synth, anexo III-
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c) foi adicionado ao sedimento. Em seguida, os tubos foram homogeneizados em
agitador tipo “vortex” (Fanen) e a suspensdes filtradas em membrana de poro de 5
um (Pall, Gelman Laboratory, Michigan USA). Para este procedimento foi utilizada
uma seringa descartavel de 10 ml. As suspensGes obtidas foram divididas em

volumes de 500 pul em quatro tubos tipo Eppendorf e congeladas a —70°C.

3.4.2 Preparacio dos meios de cultura

De cada cepa estudada, foram preparados dois tubos, um para controle e
outro para teste. No tubo controle foi adicionados 900 ul do meio de Middlebrook
7H9 (Difco Laboratories) que foi acrescido de glicerol (Lab Synth) e do
enriquecimento ADC (Difco Laboratories), com pH 5,2 (anexo III-d).

No tubo teste foi adicionado 894 ul do meio de Middlebrook 7H9 (Difco
Laboratories) que foi acrescido de glicerol e do enriquecimento ADC (Difco
Laboratories), com pH 5,2 (anexo III-d) e mais 6 ul de uma solugio esterilizada por
filtragdo, com filtro de poro de 0,22 um (Millipore Ind. ¢ Com. Ltda, BRA) de
NaNO; a 1 M (anexo III-e), obtendo um concentragéo final de 6 mM neste tubo.

3.4.3 Exposi¢cao ao 6xido nitrico
Duas aliquotas de 100 ul, previamente descongeladas, de cada suspensdo de
500 pl (item 3.5.1) foram homogeneizadas em vortex (Fanen) e adicionadas
respectivamente nos tubos controle e teste (item 3.5.2). Ambos os tubos foram

incubados a 37°C por 24 horas.

3.4.4 Avaliacio da sobrevivéncia das cepas expostas ao 6xido nitrico
A avaliagdo da sobrevivéncia das cepas de M. tuberculosis expostas ao ON
foi realizada por meio do subcultivo das amostras controle e teste em meio de
Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories, anexo ITI-f), apos diluigdes seriadas de 10™
a 10>,
Para o preparo das diluigdes de 10™, tanto do tubo controle quanto o de teste
(item 3.4.3) foi realizada diluigdes com a adigdo de 100 pul da amostra controle e 100

pul da amostra teste, previamente homogeneizada em vortex (Fanen) em um tubo
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contendo 900ul de agua ultrapura esterilizada. Duas outras dilui¢des foram feitas a
partir desta, para obtengfio das diluigdes 102 e da 1072,

As placas contendo meio de Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories, anexo
IT1-f) acrescido de enriquecimento OADC (Difco Laboratories) foram divididas em
quadrantes devidamente marcados com as dilui¢cdes (107 a 10®). Em cada quadrante
foram inoculadas trés gotas de 20 pl de cada uma das diluigSes. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, e examinadas com 7, 15 e
20 dias (Anexo IV). As unidades formadoras de col6nias (UFC) foram enumeradas,
tanto nas placas controles quanto nas placas testes. A contagem foi realizada na
diluigiio que apresentou crescimento igual ou superior a 50 UFC na placa teste
(Anexo V).

Quando o controle nfo apresentava o crescimento maior ou igual a 50 UFC, o

experimento foi repetido.

3.4.5 Célculo da taxa de sobrevivéncia
Para o calculo das taxas de sobrevivéncia, os resultados obtidos no (item
3.4.4) foram anotados em um formulario padronizado e posteriormente digitados no
programa de computagio Excel (Microsoft , USA) configurado para os célculos a
seguir:
UFC/ml = N° de coldnias nos 60 pl (trés gotas) x 16.7 (1.000u1/60ul)x 1/ fator da dilui¢io
Taxa de sobrevivéncia = UFC-Teste/UFC-Controle X 100

3.4.6 Analise dos dados
A anélise foi realizada utilizando o programa de computador Epi-info versido
6.04C (Center for Disease Control and Prevention, GA, Atlanta, EUA) onde foram
armazenados os dados sobre os perfis genéticos obtidos pelo método de RFLP-
IS6110 e as taxas de sobrevivéncia das cepas de M. tuberculosis expostas ao 6xido

nitrico.

-~



22

3.5 Aspectos éticos

Este projeto utilizou cepas identificadas por nameros, ndo envolvendo
diretamente seres humanos e estas cepas fazem parte do Projeto Epidemiologia
Molecular e Patogénese da Tuberculose em Area Metropolitana de S3o Paulo, que
foi aprovado pelo Conselho Nacional de Saide - CONEP. Parecer n.° 509/2001. Este
projeto foi também aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Satde Publica da
Universidade de Sdo Paulo-COEP, no dia 11/03/03, de acordo com os requisitos da
Resolugdo CNS/196/96, o protocolo de Pesquisa n.® 920.
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4 RESULTADOS

4.1 Cepas bacterianas

No perfodo de 1° de margo de 2.000 a 30 de maio de 2.002 foram obtidas 419
cepas de M. tuberculosis. Todas as 419 cepas foram avaliadas quanto ao perfil
genético pelo método de RFLP- IS6110 e quanto ao perfil de susceptibilidade ao ON.

Para 39 cepas ndo foi possivel a obtengdo dos resultados das taxas de
sobrevivéncia ao ON pelas seguintes razdes: 10 cepas estavam contaminadas, 14 ndo
cresceram nos subcultivos e 15 cresceram em nimero menor do que 50 UFCs. Para
essas 39 cepas foram realizadas varias tentativas para sua recuperagdo, todas sem
Sucesso.

Das 380 cepas (90,7%) que foram obtidas as taxas de sobrevivéncia ao ON,
167 foram isoladas de pacientes atendidos no CRT-DST Municipal da Freguesia do
0, 126 do Complexo Hospitalar do Mandaqui e 87 do CRT-DST Municipal de

Santana.

4.2 Perfil genético das cepas de M. tuberculosis definido pelo método

de RFLP-1S6110

A anélise do perfil genético das 419 cepas de M. tuberculosis pelo método de
RFLP-IS6110 revelou que o numero de copias (bandas) da IS6170 variou de 3 a 19
(Figura 1). A grande maioria das cepas, 405 (96.6%) apresentou mais do que cinco

copias, tendo como mais predominante 8, 9, 10, 11, 12 e 13 copias.
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FIGURA 1 Numero de cepas de Mycobacterium tuberculosis, segundo nimero de
cOpias da IS6/10, unidades de saide da zona norte da Cidade de
Séo Paulo, SP —2.000 a 2.002.

Entre as 419 cepas estudadas, foram detectados 270 perfis genéticos distintos
e 208 cepas (49,6%) puderam ser classificadas em 59 grupos genéticos (Figura 2).

Os perfis genéticos (um de cada grupo) estdo organizados por similaridade de
acordo com o dendograma localizado a esquerda da Figura 2 e as bandas foram
alinhadas, utilizando-se como referéncia a cepa Mt 14323, no programa Gelcompar
I - V. 2.0 (Apllied Maths, Kortrijk, Bélgica).

O namero de cepas em cada grupo genético variou de 2 a 11 e 31 grupos
genéticos foram compostos por mais de duas cepas como apresentados na Tabela 1

podendo ser melhor visualizada na Figura 3.
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FIGURA 2 Perfis genéticos de Mycobacterium tuberculosis definidos por
RFLP-IS6110, de cepas provenientes de unidades de saude da

zona norte da Cidade de Sdo Paulo, SP — 2.000 a 2.002.
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FIGURA 2 Perfis genéticos de Mycobacterium tuberculosis definidos por RFLP-
IS6110, provenientes de unidades de saude da zona norte da Cidade
de Sdo Paulo, SP— 2.000 a 2.002. (Continuago)
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FIGURA 3 Numero de cepas de M. tuberculosis segundo grupos genéticos (detectados pelo método de RFLP-IS6/10),

unidades de satde da zona norte da cidade de Sdo Paulo, SP - 2.000 a 2.002.



TABELA 1 Distribuigdo do numero de cepas de Mycobacterium tuberculosis
Segundo grupo genético e familia (definidos pelo método de RFLP-
IS6110), unidades de saide da zona norte da Cidade de
Sdo Paulo, SP de 2.000 a 2.002.

Grupos genéticos Familias de grupos N° total de cepas
RFLP-1S6110 genéticos

4 PB
5 PB
5A PB

A A
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9

Al0
All

w
ok
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(Continua)



29

TABELA 1 Distribuigdo do nimero de cepas de Mycobacterium tuberculosis
segundo grupo genético e familia (definidos pelo método de RFLP
1S6110), unidades de saude da zona norte da Cidade de Sdo Paulo,
de 2.000 a 2.002. (Continuagdo)

Grupos genéticos Familias de grupos N° total de cepas
RFLP-1S6110 Genéticos
G G
Gl
G2

H

J J
J1
J2

K -

P -

S1 S
S2
S3

NN NNWIRIN N NIWIN W

SP SP
SP1
SP2
SP3
SP4
SP5
SP6

- —
o O

[
N W NDNOGWBm W WAE N

N< X E<C

Sub-total 208

Perfil Unico 211

Total 419
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Avaliando a distribui¢do dos perfis genéticos das 419 cepas, observou-se que
188 (44,9%) pertenciam a trés familias de grupos genéticos (A, SP, F).

Entre as 208 cepas pertencentes a grupos genéticos (Tabela 1), 49 (23,5%)
pertenciam a 5 grupos predominantes que apresentaram numero de cepas maior ou
igual a 8. Estes grupos sdo: A com 8 cepas, A7 com 11 cepas, F com 10 cepas, SP

com 10 cepas e SP1 com 10 cepas conforme Figura 4.

12
10
S 8-
[
S 6
o
2 4-
w
2
0
A F A7 SP SP1
Grupos Genéticos

FIGURA 4 Numero de cepas de M. tuberculosis encontrados em cada um
dos cinco grupos predominantes (definidos pelo método de
RFLP-1S6/10), de unidades de saude da zona norte da Cidade
de Sédo Paulo, SP de 2.000 a 2.002.

4.3 Perfil de susceptibilidade das cepas de Mycobacterium tuberculosis

ao oxido nitrico.
Das 419 cepas recebidas, foram obtidas as taxas de sobrevivéncia ao ON de
380 cepas. A distribuicdo destas cepas segundo o perfil genético e a taxa de

sobrevivéncia ao ON esta apresentado na Tabela 2.
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TABELA 2 Numero e propor¢do (%) de cepas de M. ruberculosis submetidas ao
teste de susceptibilidade ao 6xido nitrico e ao RFLP-IS61/0, segundo
grupos e familias genéticas, unidades de saide da zona norte da

Cidade de S3o Paulo, SP 2.000 a 2.002.

Familias
Grupos genéticos de grupos N° de cepas submetidas aos testes de
_genéticos RFLP-1S6110 ON %

4 PB 4 4 100,0
5 PB 4 4 100,0
5A PB 2 2 100,0
A A 8 8 100,0
Al 2 2 100,0
A2 4 4 100,0
A3 3 3 100,0
A4 3 3 100,0
A5 4 4 100,0
A6 2 2 100,0
A7 11 11 100,0
A8 2 2 100,0
A9 2 2 100,0
Al0 4 4 100,0
All 2 2 100,0
B B 5 2 40,0
B1 3 3 100,0
B2 2 2 100,0
B3 2 2 100,0
B4 2 2 100,0
B5 2 1 50,0
B6 2 2 100,0
C 2 2 100,0
D 3 3 100,0
E 6 6 100,0
F F 10 10 100,0
F1 4 4 100,0
F2 4 4 100,0
F4 3 3 100,0
FS 2 2 100,0
F6 F 5 4 80,0
F7 2 2 100,0
F8 3 3 100,0
G G 2 2 100,0
Gl 3 3 100,0
G2 2 2 100,0
H 3 2 66,6

(Continua)
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TABELA 2 Numero e propor¢do (%) de cepas de M. tuberculosis submetidas ao
teste de susceptibilidade ao 6xido nitrico e ao RFLP - 186110,
segundo grupo e familias genéticas, unidade de saide da zona norte
da Cidade de Sédo Paulo, SP — 2.000 a 2.002. (Continuag&o)

Grupos genéticos Familia de grupos N° de cepas submetidas aos testes de

genéticos RFLP ON %

J J 2 2 100,0
11 2 1 50,0
12 J 2 2 100,0
K 6 6 100,0
P 3 3 100,0
S1 S 2 2 100,0
S2 2 2 100,0
S3 2 2 100,0
SP SP 10 10 100,0

SP1 10 10 100,0
SP2 4 4 100,0
SP3 4 2 50,0
SP4 3 3 100,0
SP5 3 3 100,0
SP6 5 5 100,0

U 6 6 100,0
v 2 2 100,0
W 2 2 100,0
X 2 2 100,0

XY 2 1 50,0

Y 3 3 100,0

Z 2 2 100,0
Perfil Unico 211 175 83,0
Total 419 380 91,0

RFLP = Restriction fragments lengh polymorphism

ON = 6xido nitrico

Das 380 cepas que foram submetidas a exposi¢io ao ON, 50 (13,2%)
obtiveram como resultado 0.00, ou seja, ndo sobreviveram a exposi¢do. Estas 50
cepas, como se pode observar na Tabela 3, ndo possuem uma freqiiéncia em nenhum
grupo genético especifico, estando espalhadas em 24 grupos genéticos e em 26 perfis

unicos.
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TABELA 3 Numero e proporgdo (%) de cepas de Mycobacterium tuberculosis
que apresentaram resultado igual a zero nos testes de
susceptibilidade ao 6xido nitrico € nimero total de cepas segundo
grupos genéticos, unidades de satde da zona norte da Cidade
de Sdo Paulo, SP - 2.000 a 2.002.

GRUPOS N°TOTAL N°de CEPAS
GENETICOS DE CEPAS ON =ZERO %

A 8 1 12,5
All 2 1 50,0
A2 4 1 25,0
A4 3 1 33,3
A5 4 1 25,0
A6 2 1 50,0
A7 11 2 18,0

F 10 1 10,0
F2 4 1 25,0
F5 2 1 50,0
F6 4 1 25,0

. F7 2 1 50,0
F8 3 1 33,3

G 2 1 50,0

S1 2 1 50,0
SP 10 1 10,0
SP1 10 2 20,0
SP3 2 1 50,0
SP4 3 1 33,3
SP5 3 1 33,3
SP6 5 2 40,0
Subtotal 96 24 25.0
Perfil Unico 26 26 100,0
TOTAL 122 50 252

ON = 6xido nitrico

Entre as outras 330 cepas que foram avaliadas quanto ao perfil genético, a
taxa média de sobrevivéncia, valor minimo, valor maximo e o desvio padrio estdo
apresentados no Anexo VI, a taxa de sobrevivéncia variou entre 0,2 e 85%, com

média de 15,5 d.p. + 16,7, como demonstrado na Tabela 4.(Anexo VI)
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TABELA 4 Numero e proporgdo (%) das cepas de M. tuberculosis segundo
taxas de sobrevivéncia ao Oxido nitrico, unidades de saude
da zona norte da Cidade de Sdo Paulo, SP — 2.000 a 2.002.
TAXAS DE SOBREVIVENCIAN® CEPAS %

0.0 50 11,9%
0.1-5.0 111 26,4%
5.1-10.00 53 12,6%
10.1-15.0 43 10,2%
15.1-20.0 28 6,6%
20.1-25.0 27 6,4%
25.1-30.0 21 5,0%
30.1-35.0 16 3,8%
35.1 - 40.0 6 1,4%
40.1-45.0 2 0,5%
45.1-50.0 4 1,0%
50.1-55.0 2 0,5%
55.1-60.0 3 0,7%
60.1 -65.0 5 1,2%
65.1-70.0 4 1,0%
70.1-75.0 3 0,7%
80.1-85.0 2 0,5%
Total 380

Meédia = 15,5 % desvio padrdo = 16,7%

As cepas de referéncia H37Ra e H37Rv também foram submetidos aos testes
de susceptibilidade a0 ON e apresentaram taxa de sobrevivéncia de 27,9% e 55,8%,
respectivamente.

Os seus resultados foram comparados com as médias das taxas de
sobrevivéncia de todos os grupos genéticos identificados pelo método de RFLP-
1S6110 (Figura 5) e com as cepas predominantes como pode-se observar na Figura
6.
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FIGURA § Taxa média de sobrevivéncia ao 6xido nitrico segundo grupos genéticos detectados pelo método de RFLP-IS617/0
(de cepas de M. tuberculosis), unidades de satide da zona norte da Cidade de Sdo Paulo, SP 2.000 — 2.002.
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FIGURA 6 Taxa média de sobrevivéncia ao 6xido nitrico das cepas de
M. tuberculosis segundo familias genéticas predominantes e as
cepas de referéncia H37Ra e H37Rv, unidades de saude da zona
norte da Cidade de Sdo Paulo, SP - 2.000 a 2.002.

A taxa de sobrevivéncia a exposi¢do ao ON das 49 cepas pertencentes a estes
cinco grupos variou de 0 a 75% com média de 11,4 + d.p. 14,2 (Figura 6).

A distribuigdo das médias de cada familia esta demonstrado na Figura 6,
onde podemos observar que a familia F apresentou uma menor taxa de sobrevivéncia
ao ON, enquanto que a familia A apresentou uma maior taxa.

A média da taxa de sobrevivéncia de cada um destes cinco grupos
predominantes foi inferior a taxa de sobrevivéncia da cepa de referéncia avirulenta,
H37Ra.

Entre os 59 grupos genéticos, 6 (10%) (SA, B3, F4, G2, S2 e U) apresentaram
taxa média de sobrevivéncia a exposi¢do ao ON superior a da cepa de referencia
H37Ra como observado na Figura 7. Trés destes grupos apresentaram ainda, a taxa

de sobrevivéncia ao ON ainda maior que a cepa de referéncia virulenta H37Rv.
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FIGURA 7 Taxa média de sobrevivéncia (%) ao 6Oxido nitrico das cepas de
M. tuberculosis segundo grupos genéticos com média acima das cepas
de referéncia, unidades de saude da zona norte da Cidade de Sdo
Paulo, SP - 2.000 a 2.002.

O numero de cepas pertencentes a estes 6 grupos variou de dois a seis tendo

um total de 17 cepas (Figura 8).

Frequencia

5A B3 F4 G2 S11 U
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FIGURA 8 Numero de cepas pertencentes aos grupos genéticos com taxa
média de sobrevivéncia ao Oxido nitrico superior & cepa de
referéncia H37Ra, unidades de saude da zona norte da Cidade
de Sdo Paulo, SP - 2.000 a 2002.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi proposta a identificagio dos perfis genéticos
predominantes de cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes residentes na cidade
de Sdo Paulo, e correlaciona-los com os niveis de resisténcia ao ON .

A realizagdo da caracterizagdo genética das cepas de M. fuberculosis foi
realizada pelo método de RFLP-IS6/10, segundo recomendagdes de van EMBDEN
et al 1993. Neste estudo, verificou-se que, das 419 cepas analisadas por este método,
96,6% continham numero superior a cinco copias.

O perfil de copias da 1S67/10 das cepas de M. tuberculosis analisadas neste
estudo, assemelha-se ao encontrado em outros estudos realizados no Brasil (IVENS-
de-ARAUJO et al 1998, FANDINHO et al 2000; FERRAZOLI et al 2000;
CALUINE et al 2003) que se assemelham também aos perfis encontrados em paises
da Europa e Américas (SMALL et al 1994, HERMANS et al 1995; TORREA et al
1995, 1996; PINEDA-GARCIA et al 1997). Por outro lado difere do observado em
alguns paises da Africa e da Asia onde 20-40% das cepas apresentam nenhuma ou
poucas copias da IS6/7/0 (YUEN et al 1993; DAS et al 1995; YANG et al 1995;
PALITTAPONGARNPIM et al 1997; PARK et al 2000).

Neste estudo foram identificados 59 grupos genéticos compostos por 208
cepas e dentre estes, foram encontrados 5 grupos predominantes (A, A7, F, SP, SP1)
que juntos somam 23% de todas as 208 cepas agrupadas.

FERRAZOLI et al (2000), detectou em seu estudo a existéncia de dois grupos
geneticamente distintos de M. tuberculosis, denominados de A e SP que abrangem
26% dos isolamentos na cidade de S3o Paulo. Estes mesmos perfis foram os
encontrados neste estudo, evidenciando que as mesmas cepas continuam em
circulagdo na cidade de Sao Paulo.

Estes dados estdo de acordo com a literatura que tem demonstrado que em
paises onde a TB é endémica ha predomindncia de determinados grupos genéticos,
sugerindo que onde a TB é endémica haveria menos diversidade genética (van
SOOLINGEN et al 1991; HERMANS et al 1995, KALLENIUS et al 1999).
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As razbes que contribuem para a selegdo e disseminagio de determinados
grupos genéticos nio estdo completamente esclarecidas. HERMANS et al (1995)
sugerem que a ampla vacinagdo com BCG poderia favorecer a selegio de
determinadas cepas de M. tuberculosis por resistirem a protegdo imunologica
adquirida com essa vacina. Outros autores, porém, tém sugerido que fatores de
viruléncia intrinsecos ao M. tuberculosis poderiam ser responsaveis por sua
disseminagdo em uma comunidade (FRIEDMAN et al 1997, VALWAY et al 1998,
ZHANG et al, 1999).

Entdo, baseando-se no conceito de que a capacidade dos fagocitos
mononucleares destruirem ou controlarem a multiplicagdo de bactérias intracelulares,
depende fundamentalmente de suas atividades microbicidas relacionadas a explosdo
respiratoria, produgdo de ON e da resisténcia da tolerdncia bacteriana 2 agio toxica
destes metabolitos (KORNFELD et al 1987; KRAHENBUHL 1995; RILEY 1996;
FRIEDMAN et al 1997).

Até o momento, ha poucos estudos de base populacional, correlacionando
resisténcia ao ON com determinada cepa de M. tuberculosis e um desses estudos foi
realizado em Nova York, no ano de 1.997, o qual demonstrou que a cepa
predominante de M. tfuberculosis era resistente ao ON. No entanto, neste estudo foi
avaliado apenas uma cepa predominante, denominada C, responsavel por 9% dos
casos de TB demonstrando ser esta mais resistente que as cepas controles
(FR[‘EDMAN et al 1997).

ZHANG et al (1999) em um estudo utilizando a cepa designada 210, que foi
responsavel por um grande nimero de casos de TB em Los Angeles demonstraram
ndo apresentar resisténcia ao nitrito, em contraste com o demonstrado em Nova York
com a cepa C. Sendo consistente com WALLIS et al (2001) que encontraram uma
porcentagem de sobrevivéncia frente aos compostos nitrogenados inferiores aqueles
demonstrados por FRIEDMAN et al (1997) para a cepa com maior disseminag&o na
cidade de Nova York.

FIRMANI e RILEY (2002a) demonstraram que algumas cepas de M.
tuberculosis foram resistentes a altas concentra¢gdes de ON, quando comparados

com as cepas de referéncia H37R, H37Ra e BCG. Estes isolados clinicos foram
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obtidos de dois surtos de TB nos Estados Unidos da América ( surto em Kentucky —
Tennesse e em Nova York).

O presente estudo foi o primeiro a avaliar a resisténcia ao ON em um grande
namero de cepas de M. tuberculosis que foram isoladas no municipio de Sdo Paulo
em um periodo de 26 meses. Neste estudo ndo foi evidenciada nenhuma associagio
entre as cepas pertencentes aos grupos genéticos mais freqiientes em circulagdo na
zona norte da cidade de Sido Paulo com a sua taxa de resisténcia ao ON, como
representado na Figura 7.

Entre as 380 cepas estudadas, 50 n#o sobreviveram a exposi¢do ao ON,
sendo consideradas altamente sensiveis ao ON. Estas 50 cepas ndo apresentaram uma
freqiiéncia significante em nenhum grupo genético, como demonstra a Tabela 3.

De um modo geral, conforme demonstrado em literatura (O’BRIEN et al
1994; RHOADES ¢ ORME 1997, FIRMANI e RILEY 2002a), os resultados
sugerem que os produtos RNI em altas concentragGes sdo bactericidas. E o resultado
encontrado neste estudo também demonstra isso, visto que as taxas de sobrevivéncia
ao Oxido nitrico obtidas pela maioria das cepas foram baixas, com média de 15,5%
d.p. £ 16,7, ficando abaixo da taxa apresentada pela cepa avirulenta H37Ra que foi
27,9%.

Seis grupos genéticos apresentaram uma taxa de sobrevivéncia ao ON acima
da taxa obtida pela cepa avirulenta H37Ra e acima da média obtida entre todas as
cepas estudadas 15,5% d.p.+16,7 (Figura 7). Estes grupos sdo: 5A, B3, F4, G2, S11,
U).

Apesar de apresentar uma taxa de sobrevivéncia ao ON elevada, estes grupos
ndo apresentam um niimero grande de cepas, pois como pode-se observar na Figura
9, sdo 17 (0,04%) ao total, ndo sendo considerados grupos genéticos predominantes.
Diferentemente da cepa denominada C que foi altamente resistente ao RNI e
representou 9% dos isolamentos da cidade de Nova York entre 1.991 e 1.994
(FRIEDMAN et al 1997).
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6 CONCLUSOES

1. A analise das 419 cepas de M. tuberculosis pelo método de RFLP-1S6/10,
revelou 270 perfis genéticos, sendo que 211 (78,2%) apresentaram distintos
perfis genéticos e 59 (21,8%) perfis comuns agrupados em grupos genéticos.
Sendo cinco predominantes (A, A7, F, SP, SP1).

2. As taxas de sobrevivéncia ao ON das 380 cepas de M. ruberculosis obtidas
variou de 0.0 a 85 %, com média de 15,5% d.p. + 16.7.

3. As taxas de resistencia ao ON das cepas predominantes, variaram de 0 a 75,
apresentando uma média de 11,4% d.p. + 14,2, ficando abaixo da cepa de
referéncia H37Ra e da média de todas as cepas analisadas. Portanto a
expansio das cepas predominantes no municipio de Sdo Paulo, ndo ocorre em

razdo de sua resistencia ao ON.

4. Dentre os grupos genéticos, seis ndo predominantes (5A, B3, F4, G2, Sll e
U), apresentaram taxas de resistencia ao ON superior a cepa de referéncia
H37Ra. Outros estudos sdo necessarios para investigar a viruléncia dessas

cepas.
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ANEXOS

Exceto quando especificado, os reagentes utilizados foram das marcas Sigma
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), Merck (Merck AS, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), Synth (Labsynth, Prods. para laboratorio Ltda, Diadema, SP,
Brasil) ou Boehringer (Mannheim, Biochemicals, Alemanha).

Anexo I. Meio de cultura

Anexo L. Meio Sauton com glicerol 10%

ASPAraging ..........ccocceeeieeiieieiieeeie et eiie e 40g
MgSO4TH2O e 05g
KoHPOs e 0,5¢g
Acido CHECO ..o, 20g
Citrato de Ferro Amoniacal ...............c...cocvvevveeecnnnennnn. 005g
Glicerina ..o 100 ml
Agua destilada o 1 T U P UUURUOUPPP 1000ml

Dissolver todos os reagentes em agua destilada fervente, exceto o citrato de
ferro amoniacal. Este deve ser acrescentado separadamente (com o meio mais frio).
Ajustar o pH para 7,2 adicionando aos poucos NaOH. Autoclavar 4 121°C por 15

minutos.



Anexo II. Solucgdes utilizadas no método RFLP-1S6110

Anexo II-a. Solu¢iio tampio tris — EDTA (TE)
Tris (hidroximetil) aminometano (Trisbase) ...............cccccceeenee. 10 mM
Sal dissédico do acido etilenodiamino tetra acético
NBZEDTA) ..o s eneesess e 1mM
Apo6s a dissolugdo dos sais em agua destilada, o pH da solugdo foi ajustado
para 8,0. Em seguida a solugdo foi esterilizada em autoclave a 120°C por 15 minutos

¢ armazenada a temperatura ambiente.

Anexo II-b. Solucio de lisozima

LISOZIMA .....ooovviieeiieee et e 10 mg
Agua ultrapura esterilizada ................c.cooooveeeveereerinnn. 1 ml

A enzima foi dissolvida em &gua ultrapura esterilizada, obtida do Sistema
Milli Q de purificacdo de agua (Millipore Corporation). A solugdo foi distribuida em
tubos tipo Eppendorf e armazenada a — 20°C.

Anexo II-c. Solucio de proteinase K

Proteinase K .........cooovviieieiiiiiiiiie e 10 mg
Agua ultrapura esterilizada ................ccooveereeieenn. 1 ml

Apoés completa dissolugdo da enzima, a solugéo foi distribuida em tubos tipo
Eppendorf e armazenada a —20°C.

Anexo II-d. Solugiio de dodecil sulfato de sédio (DSS)

Agua destilada esterilizada ................................ 100 ml
O DSS foi dissolvido em agua destilada esterilizada ¢ a solugdo foi

armazenada a temperatura ambiente.

Anexo II-e. Solucio de CTAB — NaCl
Hexadecil trimetil brometo de aménio (CTAB) ..........ccccceveeeenee. 10%
Cloreto de s6dio (INACL) ........ccoivreiieieeeieeeeeee et 0,7M



O CTAB foi adicionado a solugio de NaCl, e a mistura foi aquecida a 65°C
ate completa dissolugfio. A solugdo foi esterilizada em autoclave a 120°C por 15

minutos e armazenada a temperatura ambiente.

Anexo II-f. Solucio tampao tris-acetato EDTA (TAE) — 50 vezes

TrisSbase ......c..ooovveiiiece e 0,004 M
NazEDTA ... 0,002 M
Acido acéticoglacial .................coooeiiiiiiiiiie, 0,02M

Apos a dissolug@o dos sais em agua destilada, acrescentou-se o acido acético

glacial e a solugdo foi armazenada & temperatura ambiente.

Anexo II-g. Solucio de arraste

Ficoll 400 .......oooereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee . 20 %
Azul de bromofenol ..................occeiieiiiiien. 0,07 %
DS e 7,0 %

Apo6s dissolugdo de ficoll 400 e DSS em 4gua destilada esterilizada,
adicionou-se o azul de bromofenol e a solugio foi armazenada a —20°C. A solugdo de
uso foi preparada misturando-se 1,8 ml desta solugéo com 360ul da solugdo tamp@o
TAE 50 vezes (anexo II-f).

Anexo II-h. Solu¢io salina com citrato (SSC) — 20 vezes
NaCl ..o 3,0M
Citrato trissOdico .........ccoveeveevviiiiiieeen.. 0,3M
Os sais foram dissolvidos em agua destilada, o pH foi ajustado para 7,0 com
acido citrico € o volume da solugo completado para 1000 ml. A solugdo foi
esterilizada em autoclave a 120°C durante 15 minutos e armazenada a temperatura

ambiente.

Anexo II-i. Solu¢io de despurinacio (HCI 0,25M)
O éacido foi adicionado cuidadosamente a agua, e a solugdo foi armazenada a

temperatura ambiente.



Anexo II-j. Solu¢do desnaturante
NAOH ... 0,5M

Os sais foram adicionados em agua destilada, e a solugio foi armazenada a

temperatura ambiente.

Anexo II-l. Solu¢io neutralizante

NaCl ..o, 1,5M
TrsSbase ...coooveeeeeeeeeeee e, 0,5M
NayEDTA ..o, 0,001 M

Apos dissolugdo dos sais em agua destilada, o pH foi ajustado para 7,0 com
HCI 4 N. A solugdo foi esterilizada em autoclave a 120°C, durante 15 minutos e

armazenada a temperatura ambiente.

Anexo II-m. Solu¢io tampito 1

ACIAO MALGICO .o 100 mM
NAC oo 150 mM

Ap6s a dissolugdo dos sais em agua destilada, o pH foi ajustado para 7,5 com
NaOH. A solugido foi esterilizada em autoclave a 120°C, durante 15 minutos e

armazenada a temperatura ambiente.

Anexo II-n. Solugio A
Solugdo SSC =2 VeZEeS ........oovvvveeeeeeeeeeeeeeee e 1000 ml
Solugdo de DSS (anexo IT-d) .........coovveviiviieieiee, 10 ml
A solugdo SSC (anexo II-h) foi diluida dez vezes em agua destilada e
acrescida da solucdo de DSS. Depois a solugdo foi armazenada 3 temperatura

ambiente.
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Anexo II-o. Solucio B
Solugdo de SSC — 0,5 VeZES .....coevvveeieeeiieeeeeeeeeeveee 1000 ml
Solugiio de DSS (item IT-d) ..........oooeviieiiiieec, . 10 ml
A solugdo SSC (item II-h) foi diluida 40 vezes em agua destilada e acrescida

da solugéio de DSS. A solug@o foi armazenada a temperatura ambiente.

Anexo II-p. Solucio tampao 2
Solugdo tampdo 1 (anexo II-m) ................ocoevviiieiieeeiee 90 ml
Solugdo bloqueadora (anexo II-q)..............ccoeeviiiviieiieiiene, 10 ml

As solugdes foram misturadas no momento do uso.

Anexo II-q. Brometo de etidio

Brometode etidio ..............cccvveeeeeninnnnne. 50 mg
Agua destilada esterilizada .................. 10 ml

O brometo de etidio foi diluido em agua destilada e a solugdo foi armazenada
em frasco escuro a temperatura ambiente. No momento do uso, duas a trés gotas

desta solugdo foram diluidas em dois litros agua destilada.

Anexo II-r. Solugiio tampio 3

TIS DASE ... e 100 mM
NaACT e e 100 mM
MECL2 oo 50 mM

Os dois primeiros sais foram dissolvidos em 900 ml de 4gua ultrapura, o pH
foi ajustado para 9,5 com HCI 4N e, ap6s a adigdo do MgCl, o volume da solugdo foi
completado para 1.000 ml. A solugdo foi esterilizada por filtragio em membrana com

poro de 0,45 um (Millipore Corporation) e armazenada & temperatura ambiente.

Anexo II-s. Solugio de revelagio

Solugdo de NBT (anexo II-t) .......cc.ccooovvieveenrennnn. 45 ul
Solugio BCIP (anexo II-u) ........ccooovieiveeecneenene. 35ul
Tamp@o 3 (anexo II-1) .......ccoooeeeiiiiiie 10,0 ml

A solugdo foi preparada no momento do uso.



Anexo III. Solugdes utilizadas nos ensaios experimentais para avaliar a

susceptibilidade ao oxido nitrico

Anexo ITI-a. Middlebrok 7H9 com ADC, T80 e glicerol

Base desidratada ............ccoocvveiiiiciieiieece e 47¢g

GHCETOL ... 2,0 ml
Tween 80 ... 0,5 ml
Aguadestilada ............co.ooovvvveveeereeeeeeeeeeeeean 900,0 ml

A base em p6é do meio de cultura Middlebrok 7H9 (Difco Laboratories, MI,
EUA) foi dissolvida em 900 ml de agua destilada e foi acrescentado o Glicerol e o
Tween 80 e, foi esterilizada em autoclave a 120°C por 10 minutos. Apds total
resfriamento, foi acrescido 100 ml do suplemento ADC (Difco Laboratories, MI,

EUA) ao meio de cultura. Foi armazenado refrigerado.

Anexo III-b. Agar chocolate
5% base Mueller Hunton (NH)
10% base Brain Heart Infusion Agar (BHI)
Preparar a base conforme instrugdes do fabricante. Autoclavar a 120°C por 15
minutos, esfriar ate 45-50°C, medir o pH (7,3 +/- 0,2) e adicionar 5% a 10% de

sangue desfibrinado estéril de coelho, cavalo ou cameiro.

Anexo III-¢c. Middlebrok 7H9 com ADC e Glicerol

Base desidratada ............ccccoocooiieiiiii 47¢g
GLCerol .......ccovveieieee e 2,0 ml
Agua destilada ...........ccccoeeviiiiii, 900,0 ml

A base em p6é do meio de cultura Middlebrok 7H9 (Difco Laboratories, MI,
EUA) foi dissolvida em 900 ml de &gua destilada e acrescida de glicerol, a seguir foi
esterilizada em autoclave a 120°C por 10 minutos. Apoés total resfriamento, foi
acrescido 100 ml do suplemento ADC (Difco Laboratories, MI, EUA), e foi mantido

sob refrigerag@o.



Anexo III-d. Middlebrook 7H9 com ADC e glicerol com pH 5,2

Base desidratada ..............ccccoocveeiiiiiiiien 47¢g
GHCEIOl ... 2,0 ml
Agua destilada .........o.ooovveeeveeeeeeeeeeeeernn, 900,0 ml

A base em p6 do meio de cultura Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, MI,
EUA) foi dissolvido em 900 ml de 4gua destilada e acrescido de glicerol, o pH foi
ajustado para 4,7 com HCI 4N, a seguir foi esterilizado em autoclave a 120°C por 10
minutos. Apds total resfriamento, foi acrescido 100 ml do suplemento ADC (Difco
Laboratories, MI, EUA), e medido o pH novamente para confirmar. Manter

refrigerado.
Anexo II-e. NaNO,
NaNO; ..o, 0,0690 g
Agua ultrapura esterilizada .................. 1,0 ml

O NaNO; foi completamente dissolvido na agua ultrapura esterilizada e a
solugdo foi esterilizada por filtragdo em membrana de poro 0,22 um estéril (Millipore
Corporation) com o auxilio de uma seringa descartavel de 5 ml. A suspensdo foi

preparada no momento do uso.

Anexo ITI-f. Agar 7TH11
Base desidratada ................cccooeeviieeininnnn. 2lg
Glicerol .........ccooovveviiiiiiiieeiee 5 ml
Agua destilada ...........oooooeeeeeeeeeee. 900,0 ml

A base desidratada foi suspensa em agua destilada, acrescentou-se o glicerol
e o meio foi fundido ate estar completamente dissolvido. O meio foi esterilizado em
autoclave a 120°C por 15 minutos. Apds resfriamento do meio a 50 — 55°C, foi
adicionado assepticamente 100 m! de enriquecimento Middlebrook OADC (Becton,
Dickinson and Company, EUA), homogeneizou-se e foi distribuido em placas de

petri descartaveis (90 x 15) aproximadamente 10 ml por placa.



Anexo IV Placas de Midlebrook 7H11 com crescimento de M. tuberculosis,

cepa de referéncia H37Rv, placa controle e teste, nas dilui¢des
10', 10%, 10°.
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Anexo V. Formulério utilizado para a contagem de colénias

NZTB Dias Controle 6MM

1ot 10 1073 10! 102 1073

Data do in6culo 2

Total

UFC

%

NZTB Dias Controle 6MM

to! 10? 103 10! 10 10

Data do inécalo

Total

NZTB Dias Controle 6MM

10! 10? 103 10t 10 10°®

Data do indculo 2

Total

NZTB Diss Controle 6MM

10! 102 107 101! 10 10

Data do indéculo 2

Total




ANEXO VI Distribui¢io dos Perfis Genéticos Segundo Taxa Média de

Sobrevivéncia ao Oxido Nitrico, Valor Minimo, Méximo e Desvio Padrio

GRUPO , , :

GENETICO | N° CEPAS MINIMO MAXIMO MEDIA D.P.
4 6 2,00 26,80 11,72 9,49
5 4 0,90 20,60 10,18 9,28

5A 2 19,00 46,70 32,85 19,59
A 9 0,00 75,00 22,14 24,55
Al 2 6,70 6,70 6,70 0
A10 4 1,50 30,00 16,70 11,69
All 2 0,00 24,9 12,45 17,61
A2 4 0,00 3,9 1,38 1,73
A3 3 7,30 27,60 15,07 10,96
A4 3 0,00 1,80 1,03 0,93
AS 4 0,00 28,20 9,55 12,69
A6 2 0,00 3,10 1,55 2,19
A7 11 0,00 29,00 10,07 11,18
A8 2 0,40 0,60 0,50 0,14
A9 2 0,50 0,50 0,50 0
B 5 2,60 31,70 17,20 11,15
Bl 3 2,30 39,10 15,30 20,64
B2 2 11,00 11,00 11,00 0
B3 2 14,80 69,90 42,35 38,96
B4 ) 12,00 32,50 22,25 14,5
BS 2 1,00 14,20 7,60 9,33
B6 2 0,20 0,20 0,20 0
C 2 3,60 3,70 3,65 0,07
D 3 17,10 47,10 27,53 16,96
E 6 6,60 31,50 20,04 9,99
F 10 0,00 30,50 5,77 9,73
F1 4 0,00 66,00 23,55 30,17
F2 4 0,00 10,40 418 4,91
F4 3 10,10 71,00 32,53 33,47
F5 2 4,70 4,70 4,70 0
F6 5 0,00 30,30 8,95 14,38
F7 5 0,00 11,40 5,70 8,06
F8 3 0,00 11,90 4,30 6,6
G 2 0,00 40,00 20,00 28,28
Gl 3 14,00 51,00 26,77 21




ANEXO VI - CONTINUACAO Distribuicdo dos Perfis Genéticos
Segundo Taxa Média de Sobrevivéncia ao Oxido Nitrico, Valor Minimo,

Maiximo e Desvio Padrio

G%EUIITI%O N° CEPAS MINIMO MAXIMO MEDIA D.P.
G2 2 46,90 68,60 57,75 15,34
H 3 480 30,50 18,23 12,89
J 2 0,90 6,50 3,70 3,96
1 2 5,10 5,10 5,10 0
2 2 12,40 12,40 12,40 0
K 6 2,10 44,10 14,78 15,32
P 3 0,80 18,10 7,63 92
S1 2 0,00 29,00 14,50 20,51
S2 2 58,00 63,00 60,50 3,54
S3 2 1,00 31,00 16,00 21,21
SP 11 0,00 69,90 16,09 20,57
SP1 10 0,00 31,00 12,48 12,81
SP2 4 3,20 22,00 10,60 8,51
SP3 4 0,00 25,40 16,20 14,07
SP4 3 0,00 13,50 4,90 7,47
SP5 3 0,00 1,50 0,93 0,81
SP6 5 0,00 9,00 2,83 4,26
U 7 14,70 85,00 43,76 | 26,48
\% 2 8,70 22,60 1565 | 9,83
W 2 1,10 36,50 18,8 25,03
X 2 2,50 2,50 2,50 0
XY 2 21,40 21,40 21,40 0
Y 3 1,30 12,50 7,70 5,77
V4 2 0,90 13,10 7,00 8,63
PU 206 0,00 74,00 15,43 16,86
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