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RESUMO

Introducdo A hanseniase é uma doenca infecciosa crbnica, causada pelo
Mycobacterium leprae, que se manifesta na pele e pode invadir o sistema nervoso
periférico do paciente. O cultivo de seu agente etiolégico em meios de cultura artificiais
ou celulares ainda € um desafio e obstaculo para estudos relacionados a sua
microbiologia. Para avaliar a viabilidade de células bacterianas, utiliza-se corantes
fluorescente, como a monoazida de propideo (PMA). O corante penetra somente nas
células que estdo com a membrana celular comprometida e reage com fracdo de
hidrocarboneto a fim de resultar em uma modificacdo permanente do DNA. Objetivo
Padronizar a utilizacdo do corante monoazida de propideo (PMAxx™) em combinacéo
com a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT qPCR) para
deteccdo da viabilidade do M. leprae. Metodologia Diferentes concentracbes de
PMAxx™ foram adicionadas a 250ul de suspenséao bacilar purificada, proveniente de
coxim plantar de camundongos previamente infectados. As amostras foram incubadas
no escuro por diferentes tempos. Apos a incubacéao, foram fotoativadas por exposi¢cao
em lampada halégena de 650 W. Foram avaliados os parametros de concentracéo
bacilar, tempo de incubacéo no escuro, tempo de exposicao a luz e concentracdo do
PMAxx™. O DNA do bacilo foi extraido utilizando-se um kit comercial e amplificadas
por RT gPCR, com uso de primers especificos para as regides Specific Repetitive
Element (RLEP) do DNA de M. leprae Resultados N&o houve diferenca significativa
no valor do ACt em nenhuma das concentragcdes de bacilos, indicando que nao foi
possivel fazer a discriminacdo entre células vivas e inviaveis. O tempo ideal de
incubacdo no escuro foi de 60 minutos, pois apresentaram uma diferenciacao
significativa do ACtVvomorto com PMAxx™ e ACt™o com e sem PMAxx™. Em relagdo
ao tempo de fotoativagdo, o maior valor de ACt observado foi submetido a sete
minutos em exposicdo a luz. A concentracdo do PMAxx™ que apresentou uma
diferenciacdo de ACt maior foi de 25uL. Discussao Os resultados mostram que o
PMAxx™ tem uma boa eficacia com outras bactérias, mas ainda apresenta
dificuldades em intercalar ao DNA de M. leprae. O uso do corante apos analise com
RT qPCR/RLEP para o bacilo € um método que ainda necessita de ajustes nos
parametros como purificagdo da amostra, tempo de exposi¢céo e fotoativacdo. Esses
dados ainda séo preliminares e nao inviabilizam a perspectiva de novos experimentos
a partir dos ajustes nos parametros ja avaliados.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae; Hanseniase; corantes fluorescentes;
viabilidade; monoazida de propidio.



ABSTRACT

Introduction Leprosy is a chronic infectious disease, caused by Mycobacterium
leprae, which manifests itself in the skin and may invade the peripheral nervous system
of the patient. Culturing its etiologic agent in artificial or cell culture media is still a
challenge and obstacle for studies related to its microbiology. To assess the viability of
bacterial cells, fluorescent dyes such as propidium monoazide (PMA) are used. The
dye penetrates only cells with a compromised cell membrane and reacts with a
hydrocarbon fraction to result in a permanent modification of the DNA Objective To
standardize the use of the dye propidium monoazide (PMAxx™) in combination with
the real-time polymerase chain reaction (RT qPCR) technique for detection of M.
leprae viability Methodology Different concentrations of PMAxx™ were added to
250ul of purified bacillary suspension from plantar cushion of previously infected mice.
The samples were incubated in the dark for different times. After incubation, they were
photoactivated by exposure in a 650 W halogen lamp. The parameters of bacillary
concentration, incubation time in the dark, light exposure time and concentration of
PMAxx™ were evaluated. The bacillus DNA was extracted using a commercial kit and
amplified by RT gPCR using specific primers for the Specific Repetitive Element
(RLEP) regions of the M. leprae Results There was no significant difference in the ACt
value at any of the bacilli concentrations, indicating that discrimination between live
and non-viable cells was not possible. The optimal incubation time in the dark was 60
minutes, as they showed a significant differentiation of AC've-dead with PMAxx™ and
ACtdead with and without PMAxx™. Regarding photoactivation time, the highest value
of ACt observed was subjected to seven minutes in light exposure. The concentration
of PMAxx™ that showed a greater differentiation of ACt was 25uL Discussion The
results show that PMAxx™ has good efficacy with other bacteria, but still presents
difficulties in intercalating to M. leprae DNA. The use of the dye after analysis with RT
gPCR/RLEP for the bacillus is a method that still needs adjustments in parameters
such as sample purification, exposure time and photoactivation. These data are still
preliminary and do not preclude the prospect of new experiments based on
adjustments in the parameters already evaluated.

Keywords: Mycobacterium leprae; leprosy; fluorescent dyes; viability; propidium
monoazide.
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1. INTRODUCAO

O Mycobacterium leprae (M. leprae), também conhecido como bacilo de
Hansen, foi identificado em 1873 pelo médico dermatologista e bacteriologista
noruegués Gerhard Henrick Armauer Hansen, tornando-se o primeiro patégeno

bacteriano a ser associado a uma doenca infecciosa humana, a hanseniase.’?

Essa bactéria pertence a familia Mycobacteriaceae, ordem Actinomycetalis e é
um parasita intracelular obrigatério; apresenta-se sob a forma de um bacilo alcool-
acido levemente curvado ou reto, possui as extremidades arredondadas, imével e que
se reproduz lentamente pelo processo de divisao binaria — sua reproducédo pode durar

20 dias — e que ndo possui plasmideos nem produz toxinas.!?

A hanseniase é uma doenca crénica infecciosa que se manifesta na pele e
pode invadir o sistema nervoso periférico do paciente, conhecida biblicamente desde
1500 a.C, cuja transmissdo ocorre pela eliminacdo dos bacilos por meio das

secre¢Ges nasais e pele lesionada.?3+4

O diagnostico da doenca se baseia na presenca de anestesia em lesdes
cutaneas, no espessamento de nervos periféricos ou na demonstracao do bacilo no

esfregaco de linfa.®

Acredita-se que a primeira manifestacdo da hanseniase tenha ocorrido na
india, tendo sido levada para a Europa pelas tropas de Alexandre, o Grande, em 300
a.C, mantendo uma alta incidéncia no Oriente Médio e na Europa da Idade Média.
Nas Américas, no entanto, entende-se como causa principal da disseminacao o trafico
de escravos africanos. No Brasil, os primeiros casos foram detectados em 1600, na

cidade do Rio de Janeiro, capital do pais a época.®

Ha quatro formas clinicas da hanseniase, cujas caracteristicas estdo baseadas

nos critérios imunolégicos, clinicos e histolégicos da doenca.>®:

e Hanseniase Indeterminada: é a manifestagdo inicial da doenga, comum
de ser encontrada em criangas, cujo sistema imunoldgico ainda nao é
capaz de combater o bacilo. Manifesta-se atravées de maculas
hipopigmentadas nas peles. Seu nome advém da dificuldade em se
detectar a doenca nessa fase, entretanto, é a forma mais facil de ser

curada.>®



e Hanseniase Tuberculdide: manifesta-se através de poucas e pequenas
lesbGes cutaneas que podem ocasionar a diminuicdo ou auséncia de
pelos e comprometimento neural. Além disso, nessa fase a degradacao
dos tecidos nervosos ocorre de maneira frequente. Se o paciente tiver
um bom sistema imunoldgico, ele pode ser curado de maneira
espontanea.®

e Hanseniase Virchoviana: € nessa forma clinica que o bacilo se multiplica
rapidamente, aumentando a disseminagdo da doenca. “Inicia-se com
maculas mal definidas, discretamente hipocrémicas ou eritematosas,
pouco visiveis, amplas e simetricamente distribuidas sobre a superficie
corpérea. Esta fase tende a comprometer os I6bulos das orelhas, a
regido frontal, areas extensas do tegumento entre outras. Em sua forma
avancada, a doenca pode ocasionar coriza mucopurulenta, obstrucéo,
anosmia, epistaxe, desabamento nasal etc.®

e Hanseniase Borderline ou Dimorfa: esta doenca se caracteriza pela
instabilidade imunolégica, porque caminha entre os polos virchoviano e
tuberculdide, podendo apresentar ambos os aspectos clinicos e sendo a

forma mais instavel dentro do espectro.®

Estudos comprovam que cada paciente possui uma resposta imune, que pode
ocorrer em qualquer fase da doenca, sendo considerada uma relacdo de dicotomia
imunologica entre o bacilo e seu hospedeiro. Entretanto, € de suma importancia
considerar os episddios reacionais. Estes sdo considerados “fendbmenos agudos
sobrepostos a evolugido crénica e insidiosa da hanseniase” potencialmente
responsaveis pela perda funcional dos nervos periféricos e que podem agravar as

incapacidades.®

As pesquisas em relacdo aos estudos reacionais mostram que eles séo
decorrentes do processo inflamatorio e das respostas imunolégicas contra 0s
antigenos do bacilo M. leprae, e tém correlagdo com o status imunolégico do paciente

e a carga bacilar.®

Embora a hanseniase parece ser uma das mais antigas doencas que
acometem o homem, o cultivo de seu agente etiologico em meios de cultura artificiais

ou celulares, ainda é um desafio e obstaculo para o avanco em estudos relacionados



a sua microbiologia. Além de permitir isolar o microrganismo, o método de cultura “in
vitro” também € muito atil na deteccdo de células viaveis. Como exemplo podemos
citar a tuberculose, causada pelo Mycobacterium tuberculosis, cuja quantidade dos
bacilos viaveis presentes nas amostras de escarro dos pacientes € demonstrada por
meio da cultura quantitativa. Ja nos primeiros dias de tratamento da doenca ja se
pode observar o declinio da viabilidade do bacilo, identificando precocemente se o
tratamento esta sendo adequado ou néo, indicando a necessidade de testes de
susceptibilidade para aqueles casos de resisténcia medicamentosa.’

1.1. TECNICAS PARA AVALIAR A VIABILIDADE DO M. leprae
1.1.1. TECNICA DE SHEPARD

Na auséncia do meio de cultura “n vitro”, a multiplicagdo dos bacilos e,
consequentemente, a “comprovacao da viabilidade” fora do organismo humano tem
se limitado a inoculacdo do bacilo em alguns modelos animais como tatu e
camundongos imunocompetentes ou imunodeficientes (nude mouse).® A técnica foi
desenvolvida por Charles Shepard em 1960, inoculando entre 5000 e 10000 bacilos
nos coxins plantares traseiros de camundongos imunocompetentes.9

A técnica de inoculagéo do bacilo em coxim plantar de camundongos (técnica
de Shepard) foi o primeiro modelo confidvel sobre a reproducéo do bacilo fora do corpo
humano. Neste estudo, Shepard inoculou bacilos obtidos a partir de biépsias de
pacientes multibacilares nédo tratados, em camundongos que foram eutanasiados em
diferentes periodos de tempo para exérese dos coxins. Ele observou que o bacilo se
multiplicava por até um periodo de seis a oito meses apés a inoculacdo e entdo atingia
um platd, onde o processo de multiplicacdo bacilar cessava. A padronizacdo da
técnica foi muito importante para a implementagéo da poliquimioterapia (PQT) pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1981. Gracas ao modelo, foi possivel
demonstrar que a associacdo de mais de uma droga ao invés do esquema de
monoterapia (apenas uma droga) era mais eficaz para o tratamento da doenca. Assim,
o tratamento passou a ser administrado em esquema de associacédo das medicacdes
dapsona, clofazimina e rifampicina.®

Essa técnica € utilizada como padréo ouro para comprovacao da multiplicacao

e viabilidade do bacilo fora do organismo humano, além de ser util na realizacao de



teste fenotipico para resisténcia a drogas, estudos de farmacocinética para novas

drogas e para se criarem testes para agentes imunoprofilaticos.®

1.1.2. BACILOSCOPIA DE RASPADO INTRADERMICO

Este método consiste na utilizacdo de coloracdo de Ziehl-Neelsen a frio a fim
de estimar a quantidade de bacilo, resultando em seu indice Baciloscépico (IB) e
Morfolégico (IM)1. O IB expressa o nimero de bacilos, demonstrando que a doenca
se manifesta positiva em multibacilares e negativa em paucibacilares, enquanto o IM
estd associado a viabilidade do bacilo. A coloracao irregular esta associada com a
morte do patdgeno, uma vez que altera¢cdes na membrana citoplasmatica podem levar
a perda parcial e gradativa de conteudo celular. Por outro lado, a integridade da
coloracdo na morfologia do bacilo estd associada com sua viabilidade, ou seja,
acredita-se que apenas as ceélulas viaveis apresentem uma coloracdo intensa e
solida.'* Até o momento o IM tem sido o método mais utilizado para descrever o
aspecto dos bacilos em esfregacos de raspados dérmicos (baciloscopia) ou de
bidpsia.1?

O exame de baciloscopia € um dos mais Uteis no auxilio-diagnéstico da
hanseniase, porque é de facil execucdo, apresenta baixo custo, tem 100% de
especificidade e baixa sensibilidade.?

1.1.3 OUTRAS METODOLOGIAS

Estudos envolvendo a utilizacdo de técnicas mais complexas e com padréo de
sensibilidade e confiabilidade maior, tém sido descritos por alguns autores. Métodos
“in vitro” que avaliam produgao de metabdlitos especificos como adenosina trifosfato
ou oxidagdo do acido palmitico (método Buddemeyer), coloragdo com marcadores
fluorescentes como diacetato de fluoresceina/brometo de etideo e o kit para deteccao
de viabilidade bacteriana LIVE/DEAD BacLight®, tem produzido bons resultados, com

indices maiores de sensibilidade e especificidade quando comparados ao IM.1419
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1.1.4. METODOS BIOMOLECULARES

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido muito utilizada
nos ultimos anos, por ser um método sensivel, rdpido e especifico para deteccéo do
M. leprae em amostras clinicas. Assim, ela é utilizada para desenvolver diferentes
sistemas de amplificacdo de sequéncias gendmicas do bacilo para que o limite de
deteccdo aumente ainda mais, especialmente quando se ha um baixo nimero de
bacilos, uma vez que ela também detecta e quantifica a bactéria em um curto espacgo

de tempo.62°

A principal desvantagem, no entanto, é sua incapacidade de discriminar entre
células vivas e mortas. Para o procedimento tornar-se ainda mais eficaz, é ideal
associa-lo a outras ferramentas moleculares que agreguem o componente de
viabilidade, como a analise de expressdo e amplificacdo do RNA mensageiro (m-
RNA).! Mesmo tratando-se de uma molécula instavel, ela pode ser considerada uma
boa escolha para a deteccéo de viabilidade de células bacterianas.?! Martinez et al.,
obtiveram um bom indice de correlacéo entre a expressdo do mRNA/RLEP/16S com
outros métodos ja descritos, sugerindo que estas metodologias podem, de fato,
oferecer um bom parametro de andlise de viabilidade para o M.leprae.® No entanto,
mesmo sendo resultados promissores, a degradacdo do RNA, a causa da morte
celular, natureza e estabilidade do transcrito de RNA especifico e a regido amplificada
podem ser fatores limitantes para aplicacdo desta metodologia para fins de

diagnodstico.??

1.1.5. CORANTES FLUORESCENTES

Outro método aplicavel para avaliar a viabilidade de células bacterianas é a que
se baseia na utilizagéo de corantes fluorescentes como a monoazida de etidio (EMA)
e a monoazida de propideo (PMA).??2 O PMA é um corante de alta afinidade que reage
com qualquer fracdo de hidrocarboneto a fim de resultar em uma modificacéo
permanente do DNA. Estes corantes penetram seletivamente nas células que estéao
com a membrana celular comprometida, mas ndo naquelas intactas.
Tradicionalmente, a integridade da membrana celular tem sido aceito como um

indicador de morte celular, ou seja, células metabolicamente ativas ou viaveis
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possuem a membrana celular intacta enquanto que a perda da integridade da mesma
esta associada a morte. O principio desta metodologia se baseia no pressuposto de
que o EMA ou PMA quando adicionado a uma mistura de células com membranas
intactas e comprometidas, penetrariam seletivamente apenas nestas Ultimas. Uma
vez no interior da célula, o corante consegue intercalar-se no DNA que, ao ser exposto
a luz, serd ativado levando a uma modificacao irreversivel e consequentemente
interferindo na amplificacdo subsequente pela PCR quantitativo em tempo real (RT
gPCR). O corante que ndo penetrou nas células — membrana intacta — é, a0 mesmo
tempo, inativado pela exposicdo a luz, ndo modificando o DNA durante o
procedimento de extracdo. Comparando os dados de RT gPCR de amostras com
corantes e sem corantes, € possivel saber a proporcao entre as células inviaveis e
vivas presentes nessa amostra.??

O primeiro estudo utilizando o corante PMA para avaliar viabilidade em
micobactérias foi realizado por Nocker et al. em 2006. Os autores obtiveram um bom
indice de correlagéo entre os resultados do perfil de viabilidade do M. avium submetido
ao PMA e gPCR com os da cultura convencional.?*

Estudos envolvendo a aplicacdo do corante PMA para avaliar a viabilidade de
micobactérias ainda sao poucos, sendo a maioria relacionado ao M. tuberculosis uma
vez que esta espécie é considerada potencialmente patogénica para o homem.2526
Os resultados obtidos por esses autores demonstraram que ha uma necessidade em
validar e padronizar os protocolos para cada espécie de microrganismo que sera
analisada. Dessa forma, variaveis como concentracdo do corante PMA, das condi¢cfes
de exposicao a luz, tempos de incubacéo, entre outras devem ser testadas para que
o resultado possa ter um bom indice de confiabilidade.

Em relagdo ao M. leprae, ndo ha nenhum trabalho ou protocolo descrevendo a
utilizagdo do corante PMA na deteccdo de viabilidade. Considerando que ele ndo é
cultivavel in vitro, € muito importante e Gtil a padronizacdo de uma metodologia que

ofereca resultados rapidos e com alto valor de sensibilidade.
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2. OBJETIVO

Padronizar parametros experimentais do uso do corante monoazida de propidio
(PMAXxx™) para deteccédo de viabilidade do M. leprae obtido de suspenséo purificada

de coxim plantar de camundongos previamente infectados.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 PRINCIPIO DE ACAO DO CORANTE MONOAZIDA DE PROPIDIO

A monoazida de propidio (PMAxx™) Biotium é um corante fotorreativo com alta
afinidade para o DNA, que intercala em DNA, por ligacéo covalente, ap0s exposi¢ao
a luz visivel intensa. Assim, inibe a amplificacdo do DNA por PCR. Uma vez que o
corante ndo penetra na célula integra, apenas células com membranas celulares
comprometidas sdo suscetiveis a modificagdo do DNA. Assim, a discriminacao entre
bactérias vivas e inviaveis pode ser feita por meio da RT qPCR, ja que o DNA das
células inviaveis tera amplificacdo retardada em relacéo as células viaveis, permitindo

a deteccéo da viabilidade celular em populagdes mistas.

Diferentes concentragbes de PMAxx™ foram adicionadas em 250ul de
suspensdao bacilar. Essas misturas foram incubadas no escuro por diferentes tempos.
ApoOs a incubacdo, as amostras foram fotoativadas por exposicdo em lampada
hal6gena de 650 W (230 V, GX6.35 FS1, 3400 K; Osram GmbH, Augsburg, Germany),
em diferentes tempos, a distancia de 20 cm. Para a exposi¢cdo os microtubos foram
posicionados horizontalmente em gelo coberto com papel aluminio, em agitador
horizontal. Apés a fotoativacao, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 50
minutos, o sobrenadante foi descartado, e o pellet usado para extracdo de DNA por

meio de kit comercial.

Como controle de morte bacilar, para todas as amostras foram utilizadas
suspensdes idénticas submetidas a choque térmico para a morte do bacilo. Para tanto,
estas suspensdes foram submetidas ao choque térmico com trés ciclos de um minuto

em banho maria em 95°C e um minuto em imersao em nitrogénio liquido.

Os ciclos thresholds (Cts) fornecidos pelo software do equipamento de PCR em
tempo real StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific) foram analisados das seguintes

formas:

. ACt vivo-morto com PMAxx™ para avaliacdo da capacidade de

discriminagéo entre as células vivas e inviaveis;
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. ACt morto com e sem PMAxx™ para avaliagédo da eficiéncia do ensaio

(controle positivo);

. ACt vivo com e sem PMAxx™ como controle efeito do corante sobre a

viabilidade.

3.2. OBTENCAO DA SUSPENSAO BACILAR PURIFICADA

Os bacilos foram obtidos dos coxins plantares de camundongos atimicos nude
(athymic nude, nu/nu — Foxnlnu) previamente infectados com a cepa Thai (wild type)
de M. leprae, conforme descrito por Trombone et al.?’. Em seguida, para ajuste da
concentracdo bacilar, foi realizada a contagem dos bacilos em lamina previamente
preparada, fixada por aquecimento e corada pela técnica de Ziehl Neelsen a frio.
Projeto submetido e aprovado pelo CEUA n° ILSL 004/19.

3.3 PADRONIZACAO DOS PARAMETROS EXPERIMENTAIS A PARTIR DA
SUSPENSAO DE M. leprae

Os experimentos foram conduzidos conforme orientacdo do fabricante

PMAxx™ com seguindo os seguintes parametros:
e Concentragao do PMAxx™
Foram testadas as concentracfes de 25, 50 e 100 pM.
e Concentracao bacilar

O PMAxx™ foi adicionado em 250 ul de suspensdes contendo 1x104, 1x105,
1x108 e 1x107 bacilos.

e Tempo de incubagao

Os tempos de incubagado da amostra com PMAxx™ no escuro foram de 05

(conforme bula do fabricante), 60 e 120 minutos.?®
e Tempo de fotoativacao

Foram testados os seguintes periodos de fotoativagédo: 05, 07 e 10 minutos.
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3.4 EXTRACAO DO DNA E RT-gPCR

O DNA do bacilo foi extraido utilizando-se um kit comercial (DNeasy Tissue
QIAGEN®) de acordo com as orientagcbes do fabricante. Para quantificar a
concentracdo em ng/ul e pureza do DNA isolado foi utilizado o espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

As amostras de DNA foram amplificadas por RT qPCR, com uso de primers
especificos para as regides Specific Repetitive Element (RLEP) do DNA de M. leprae,
em equipamento StepOne Plus, conforme protocolo padréo instituido no laboratorio
de Biologia Molecular do Instituto Lauro de Souza Lima por Azevedo et al.?®

A curva de melting, fornecida pelo software do equipamento de RT qPCR, foi usada
como controle de especificidade da reagdao, uma vez que os primers utilizados sao

especificos.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO PMAxx™ EM RELACAO AS DIFERENTES CONCENTRACOES
DE BACILO

Para a analise das diferentes concentracdes de bacilo e sua influéncia na
eficdcia do corante em relacao a capacidade de discriminacdo entre as células vivas
e mortas, foram utilizados os seguintes parametros: tempo de incubacdo de 05
minutos, tempo de fotoativagao de 03 minutos e concentragdo de PMAxx™ de 50uM
(Figura 1). Nao houve diferenca significativa no valor do ACt em nenhuma das
concentracfes de bacilos, indicando que nessas condi¢cdes (tempo de incubacéo,
fotoativacéo e concentragdo do PMAxx™) n&o foi possivel fazer a discriminagao entre
células vivas e mortas.

Figura 1: (A) Efeito das diferentes concentracdes de bacilos na capacidade de discriminacdo entre

células vivas e mortas. (B) Avaliagao da eficiéncia do ensaio. (C) Controle no efeito do corante sobre a
viabilidade.
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Fonte: Elaborada pelas autoras.

4.2 TEMPO DE INCUBACAO NO ESCURO

A avaliacdo da influéncia do tempo de incubacédo na discriminacéo entre as
células vivas e mortas, eficiéncia do ensaio e efeito do corante sobre a viabilidade
estdo descritos na figura 2. Para este ensaio foi utilizada a concentracéo de 10° de

bacilos.

O tempo ideal de incubacéo, conforme os gréaficos abaixo, foi de 60 minutos,
pois apresentaram uma diferenciagéo significativa do ACtVvomorto com PMAxx™ e
ACtM™ com e sem PMAxx™, o que pode significar que esse tempo retardou a
amplificacdo dos bacilos mortos, deixando um ACT de 6,5 e ACT de 8,0,

respectivamente.
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Figura 2: (A) Efeito dos diferentes tempos de incubagdo no escuro na capacidade de discriminagao
entre células vivas e mortas. (B) Avaliacéo da eficiéncia do ensaio. (C) Controle do efeito do corante
sobre a viabilidade no tempo de incubagéo.
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4.3 TEMPO DE FOTOATIVACAO

A avaliacdo da influéncia do tempo fotoativacdo (exposicdo a luz) na
discriminagéo entre as células vivas e mortas, eficiéncia do ensaio e efeito do corante
sobre a viabilidade, estdo descritos na figura 3. Para este ensaio foi utilizada a
concentracdo de 10° de bacilos.

Apo6s analise do valor do ACt, comparando-se a diferenca de CT entre bacilo
morto e vivo tratados com PMAxx™, o maior valor foi observado no grupo foi

submetido a sete minutos de exposi¢éo a luz.

Figura 3: (A) Efeito dos tempos de fotoativacdo na capacidade de discriminagdo entre células vivas e
inviaveis. (B) Avaliacédo da eficiéncia do ensaio. (C) Controle do efeito do corante sobre a viabilidade na
fotoativacao.
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Fonte: Elaborada pelas autoras.

4.4 CONCENTRACAO DO PMAxx™

As células vivas e mortas foram expostas as diferentes concentracdes do
corante (25ul, 50ul e 100ul), para avaliar a possibilidade de altas concentragdes do
corante interferir na eficacia do teste, ou seja, capacidade de distinguir entre bacilo
vivo e morto. Para este ensaio foi utilizada a concentracdo de 10° de bacilos.
Conforme mostrado nos gréficos abaixo, a concentracéo de 25uL foi a que apresentou
uma maior variacao no ACt se comparado as outras concentracoes.

Figura 4: (A) Efeito da concentracdo do PMAxx™ na capacidade de discriminagéo entre células vivas

e mortas. (B) Avaliagéo da eficiéncia do ensaio. (C) Controle da concentracdo do PMAxx™ sobre a
viabilidade.
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5. DISCUSSAO

A integridade da membrana celular tem sido aceita como um indicador de morte
celular, ou seja, células metabolicamente ativas ou viaveis possuem a membrana
celular intacta enquanto que a perda da integridade da mesma esta associada a morte.
Diversos fatores como temperatura, predacéo e infeccéo viral, atuam na regulacéo da
vida/morte das células, incluindo as bacterianas, culminando em um processo de

perda morfologica e funcional da célula, como a replicagéo.

Relatos da utilizacdo do PMA para avaliar viabilidade de organismos do género
Mycobacterium séo raros na literatura, sendo o M. tuberculosis e M. avium as espécies
avaliadas com as quais foi possivel a reprodutibilidade da técnica. As espécies do
género Mycobacterium possuem algumas caracteristicas microbioldgicas distintas
guando comparadas as bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas. Uma delas é
gue a maioria necessita de algumas semanas para formar coldnias visiveis na
superficie do meio de cultura e a outra é a parede celular mais espessa e rica em
lipidios. Estas peculiaridades aliadas as outras condicdes metabdlicas demandam a
necessidade de se padronizar e ajustar os protocolos que sdo aplicaveis aos outros

microrganismos, como as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Em trabalho realizado por Jie L et al.?>, amostras de escarro de pacientes com
tuberculose foram cultivadas em meio de cultura e utilizadas como controle nas
analises para avaliar a performance do PMA na deteccdo da viabilidade do M.
tuberculosis. Kralik P et al.?3, também utilizaram amostras do M. avium em cultura.
Embora o crescimento em meio de cultura seja considerado o padrdo ouro para
controle de viabilidade micobacteriana, o tempo necessario para que a colbnia seja
visivel na superficie do meio, pode demorar em torno de uma até quatro semanas,
dependendo da espécie. Esta demora acaba trazendo prejuizo ao paciente, levando

ao diagnostico e tratamento tardio da infecgao.

Em relacdo ao M. leprae, a padronizacdo desta metodologia torna-se mais
complicada, devido a caracteristica intrinseca do bacilo de ndo se reproduzir em meios
de cultura artificiais, o que impede analises comparativas de viabilidade. Os resultados
mostrados na figura 1 foram obtidos a partir da utilizacdo dos parametros indicados

na bula do PMAxx™. A diferenca no valor do ACt foi de apenas um ciclo, indicando
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gue nestas condi¢des, a técnica nao foi capaz de produzir um resultado confiavel de
eficacia. Nocker et al.?* obtiveram uma diferenca de sete ciclos (CT) ao avaliarem
amostras de M. avium vivo e morto tratadas com PMAxx™. No entanto, os autores
consideraram que o indice nao foi tdo expressivo quando comparado com o de outras
espécies bacterianas, usando os mesmos parametros de concentracdo, tempo de

incubacéo e fotoativacao.

Considerando que as condicdes propostas pela bula do kit do PMAxx™ néo
produziram resultados satisfatorios, o tempo de incubacéo no escuro foi modificado
para 60 e 120 minutos. Conforme demonstrado na figura 2, o tempo de incubacao no
escuro por 60 minutos apresentou uma eficacia aceitavel, com diferenca de 6,5 no CT
entre vivo e morto com PMAxx™. Segundo Lu et al.?3, para o M. tuberculosis o tempo
de incubacgéo por 120 minutos produziu valores de ACt (vivo e morto com PMA), mais
altos quando comparado com os dos demais tempos avaliados (10, 20, 40 e 60
minutos). E bem conhecido que a parede celular da familia Mycobacterium é espessa,
formando uma barreira de permeabilidade eficiente, que torna essa familia
naturalmente resistente a entrada de substancias quimicas. No caso do M
tuberculosis, essa camada de gordura € bem espessa que a do M. leprae e por isso a
diferenca no tempo de incubacdo apresenta resultados distintos entre as duas

espécies.

Os tempos de fotoativacao (figura 3) avaliados foram de 05, 07 e 10 minutos.
Nesta etapa o corante se liga covalentemente ao DNA da célula morta, por meio da
exposicdo a luz. Em relacdo a eficacia do teste, o melhor resultado, com maior
diferenca de CT, foi no tempo de 07 minutos. No de 10 minutos, o efeito do corante
sobre a viabilidade mostrou uma diferenca de 07 CTs, o que ndo € um resultado
aceitavel considerando que para essa analise considera-se apenas bacilos viaveis
com e sem PMAxx™, sem variacdo de CT. Corantes fluorescentes usados para
determinar a viabilidade de patégenos bacterianos, como EMA e PMA, embora sejam
eficientes para inibir a amplificacdo do DNA das células com comprometimento na
membrana (mortas), também pode penetrar na membrana das células vivas, levando
a erros de interpretacdo do resultado.?%32 O quanto é possivel o corante penetrar nas
células intactas é dependente da espécie bacteriana. O PMA, por outro lado, parece

ser altamente seletivo para células com membrana danificada, sem entrada em
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células viaveis.®® No nosso estudo, um tempo mais longo de fotoativacdo pode ter
favorecido a entrada do corante ou danificado a membrana do bacilo, levando a uma

inconsisténcia do resultado.

Em relacdo a concentracdo do corante (figura 4), foi observado que uma
concentragdo muito alta de PMAxx™ interfere na diferenciacédo de CTs entre células
vivas e inviaveis mortas. Kralik et al.?3, trabalhando com a adequacéo do tratamento
do PMA em M. avium, relataram que para diferenca de CTs entre células vivas e
invidveis a concentracdo ideal foi de PMA até 25 puM. Entretanto, ndo observaram
mudancas significativas nas concentracdes de 50 uM e 100 uM. Além disso, varios
estudos demonstram que uma concentracdo alta de PMA pode levar a resultados

falsos-negativos devido a associacdo da toxicidade dos corantes nas células vivas.?

Os resultados mostram que o PMAxx™ tem uma boa eficacia com outras
bactérias, mas ainda possui dificuldade em intercalar no DNA de M. leprae. O motivo
nao é totalmente identificado e preciso, mas pode ocorrer devido a abundancia de
lipidios em sua parede externa (bacilo &lcool-acido resistente) da mesma forma como
se observa em outras espécies de micobactérias patogénicas. A parede celular do M.
leprae possui cerca de 20 nm de espessura e sua estrutura quimica e € composta por
peptidoglicanos e polissacarideos, semelhante a de outras micobactérias, com fungéo
de suporte para os acidos micdlicos. Porém, além da parede celular, o bacilo
apresenta uma estrutura mais externa denominada capsula, o que torna mais
complexa a degradacdo e rompimento de sua membrana celular do que de outras

micobactérias, dificultando a entrada integral do corante PMAxx™,34

Um fator que pode limitar a qualidade dos resultados, independente da variavel
analisada, € que a suspenséao do bacilo, mesmo apds ter passado pelo processo de
purificacdo, ainda carrega debris celulares da pata do camundongo. Na etapa de
extracdo do DNA, provavelmente 0 do camundongo é extraido juntamente com o do
bacilo, diminuindo o valor da pureza das amostras e consequentemente interferindo
no experimento. Esse viés ndo se observa com bactérias cultivaveis, como M.
tuberculosis e M. avium, pois tem-se a amostra pura, livre do DNA do hospedeiro.
Outra possibilidade é a caracteristica - comum as micobactérias - de formar
aglomerados (clumps) ou globias, como € o caso do M. leprae. Este fenbmeno pode

ter afetado a etapa de extracdo do DNA pela técnica do choque térmico, impedindo
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gue a parede celular fosse rompida uniformemente, principalmente entre aqueles
bacilos das globias; esses aglomerados também poderiam “aprisionar” bacilos mortos,

conforme descrito por Kralik et al.?® ao avaliar os resultados com M. avium.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o uso do corante PMAxx™
apos analise com RT gPCR/RLEP para o M. leprae € um método que ainda necessita
de ajustes nos parametros como purificacdo da amostra, tempo de exposicdo e
fotoativacdo. Esses dados ainda séo preliminares e nao inviabilizam a perspectiva de

novos experimentos a partir dos ajustes nos parametros ja avaliados.
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