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RESUMO

Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose (TB), uma das doengas
infecciosas que mais mortes tém causado no mundo, possui uma parede celular
complexa, que contém na sua composicdo acidos micolicos (AM), os quais
desempenham papel importante no processo de patogénese, viruléncia e
sobrevivéncia, conferindo aos bacilos protegao frente a ambientes hostis. Os genes
que codificam enzimas envolvidas na sintese de diferentes grupos funcionais de AM
se destacam por sua importancia em diferentes funcionalidades das micobactérias.
Neste estudo, os dados do sequenciamento completo do genoma foram empregados
para avaliar mutagbes em genes relacionados ao metabolismo de AM de M.
tuberculosis relacionando-as a dados clinicos, epidemiolégicos e SIT (Spoligotype
International Type) de isolados clinicos de pacientes com TB pulmonar de municipios
da Grande Florianopolis. As mutagbes Rv3057c Asp112Ala (104/151), Rv3720
His70Arg (104/151) e Rv3802c Val50Phe (105/151) ocorreram em 69% dos isolados
e apresentaram associacao significativa com a linhagem LAM. O SIT 216/LAM5
(13,2%; 20/151), encontrado com maior frequéncia, estava associado a mutagoes nos
genes accD2 Lys23Glu, kasA Gly269Ser, mmaA4 Asn165Ser, otsB1 Asp617Asn,
Rv3057c Asp112Ala, Rv3720 His70Arg, Rv3802c Val50Phe e tgs4 Ala216Glu. Os
isolados do SIT 73/T (6,6%; 10/151) apresentaram um padrdao de mutagdes génicas;
as mutagdes amiD-Rv3376 3790075G>A, fbpA-aftB 4266941G>A, echA11 Asn220fs
e otsB2 Ser110Arg ocorreram exclusivamente nesses 10 isolados. Os SITs 20/LAM1,
64/LAMG6, 50/H3, 137/X2 e 119/X1 apresentaram relagdo com mutagdes especificas.
Foi possivel observar diferenga entre o perfil de mutacgdes relacionadas com SITs da
linhagem LAM e SITs das linhagens T, Haarlem e X. Observou-se associagcao
significativa entre o desfecho de tratamento no qual a cultura permaneceu positiva
apos quatro meses de tratamento (2,6%; 4/151) e as variagées echA11 Asn220fs, lipR
Pro43Leu, otsB1 Ala386Thr, otsB2 Ser110Ar, rip Arg351Trgp, Rv0194 Asp714Gilu,
Rv1687¢c Gly55Ser, PE PGRS33-bacA 2062805C>G, glyA1-desA2 1221912C>A,
Rv2242-fabD 2516567G>C e fbpA-aftB 4266941G>A. Neste estudo, foi possivel
identificar um repertério amplo de polimorfismos de nucleotideo Uunico em genes
relacionados ao metabolismo de AM em isolados de M. tuberculosis e também foi
possivel descrever, pela primeira vez, a variabilidade que ocorreu entre isolados de
diferentes SIT/sublinhagens da Linhagem 4 circulantes na Grande Florianopolis,
Santa Catarina.

Palavras-chave: acidos micélicos; Mycobacterium tuberculosis; mutagéo; linhagem.



ABSTRACT

Tuberculosis caused by Mpycobacterium tuberculosis is one of the most world's
deadliest infectious diseases. The bacterium has a complex cell wall containing
mycolic acids (MA), which play an important role in pathogenesis, virulence, and
survival by protecting the cell against harsh environments. Studies have shown that
genes encoding enzymes involved in MA synthesis are essential to mycobacterial
functionality. This study used whole-genome sequencing to evaluate mutations in
genes related to MA metabolism in M. tuberculosis isolates from pulmonary
tuberculosis patients of the Florianépolis Metropolitan Area, Santa Catarina, Brazil,
and assessed associations with clinical, epidemiological, and SIT data. The mutations
Rv3057¢c Asp112Ala (104/151), Rv3720 His70Arg (104/151), and Rv3802c Val50Phe
(105/151) were identified in about 69% of the isolates and were related to the LAM
lineage. SIT 216/LAM5 (13.2%, 20/151) had the highest frequency and was associated
with the mutations accD2 Lys23Glu, kasA Gly269Ser, mmaA4 Asn165Ser, otsB1
Asp617Asn, Rv3057c Asp112Ala, Rv3720 His70Arg, Rv3802c Val50Phe, and tgs4
Ala216Glu. All SIT 73/T isolates (6.6%, 10/151) showed a characteristic and exclusive
gene mutation pattern: amiD Rv3376 3790075G>A, fbpA-aftB 4266941G>A, echA11
Asn220fs, and otsB2 Ser110Arg. SITs 20/LAM1, 64/LAMG6, 50/H3, 137/X2, and 119/X1
were also related to specific mutations. SITs from the LAM lineage differed in mutation
profile from those of the T, Haarlem, and X lineages. There was a significant
association between fourth-month sputum smear positivity (2.6%, 4/151) and the gene
variants echA11 Asn220fs, lipR Pro43Leu, otsB1 Ala386Thr, otsB2 Ser110Ar, rip
Arg351Trp, Rv0194 Asp714Glu, Rv1687c Gly55Ser, PE_PGRS33-bacA
2062805C>G, glyA1-desA2 1221912C>A, Rv2242-fabD 2516567G>C, and fbpA-aftB
4266941G>A. It was possible to identify a broad repertoire of single-nucleotide
polymorphisms in genes related to MA metabolism in M. tuberculosis isolates. This
study also described, for the first time, the variability between different
SITs/sublineages of Lineage 4 circulating in Floriandpolis Metropolitan Area.

Keywords: mycolic acid; Mycobacterium tuberculosis; mutation; lineage.
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1INTRODUGAO

Entre as doengas infecciosas, a tuberculose (TB) é uma das que mais mortes
tem causado no mundo. Trata-se de uma doenga infectocontagiosa de carater crénico,
causada por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis, que afeta
principalmente os pulmdes (PANDOLFI et al., 2007; WHO, 2020). Estima-se que 1,7
bilhdo de pessoas estejam infectadas pelo bacilo causador da TB e que no ano de
2019, tenham ocorrido 10,0 milhdes de casos novos e 1,4 milhdo de mortes devido a
doencga (WHO, 2020). No Brasil, no mesmo ano, foram diagnosticados 73.864 casos
novos e, em 2018, foram registrados 4.490 6bitos (BRASIL, 2020).

M. tuberculosis, principal representante do complexo M. tuberculosis, possui
uma arquitetura unica da parede celular, que consiste em uma camada externa
espessa, altamente impermeavel, com alto teor de lipidios (BRENNAN; NIKAIDO,
1995; YASSIN, 2011; VILCHEZE; KREMER, 2017). A parede celular é formada por
uma camada de peptideoglicanos ligada covalentemente a arabinogalactanos
esterificados em sua porgcéo externa com acidos micolicos (AM) (BARRERA, 2007,
GUENIN-MACE; SIMEONE; DEMANGEL, 2009). Os AM s&o acidos graxos a-alquil,
B-hidroxi de cadeia longa de alto peso molecular e, dentre os componentes lipidicos,
representam componentes essenciais do envelope celular de M. tuberculosis
(PAWELCZYK; KREMER, 2014). Estudos sobre os genes que codificam enzimas
envolvidas na sintese de diferentes grupos funcionais de AM tém destacado a sua
importancia em diferentes funcionalidades das micobactérias (YUAN et al., 1998;
DUBNAU et al., 2000; GLICKMAN; COX; JACOBS, 2000; RAO et al., 2006; PEYRON
et al., 2008).

Evidéncias sugerem que M. tuberculosis apresenta pouca diversidade na
sequéncia gendmica, porém isolados exibem grandes diferengas na apresentacao
fenotipica em termos de viruléncia, resposta imune conferida e transmissibilidade
(PETERS et al., 2016). A constituicao lipidica da parede celular de M. tuberculosis,
em especial AM, os quais desempenham papel importante no processo de
patogénese, viruléncia e sobrevivéncia, conferindo aos bacilos protegcao frente a
ambientes hostis. Esta micobactéria produz grande variedade de lipidios complexos,
incluindo diversos tipos de AM, o que se reflete no numero de genes envolvidos no

seu metabolismo. Sugere-se que ocorra uma forte selegdo em genes que séo



16

importantes para a fisiologia de M. tuberculosis, esperando-se, assim, que genes
essenciais sejam conservados, como os relacionados ao metabolismo de AM (COLE
et al., 1998; PEPPERELL et al., 2013; PORTEVIN et al., 2014). Contudo,
considerando que um dos principais medicamentos utilizados no tratamento da TB, a
isoniazida, tem como alvo o metabolismo de AM, os genes envolvidos neste
metabolismo podem estar sob selecao diversificada (PORTEVIN et al., 2014).

Com a disponibilidade de sequéncias do genoma de diferentes estirpes de M.
tuberculosis tornou-se possivel realizar comparag¢des de todo o genoma, permitindo a
identificacdo de mutagdes de genes que se correlacionam com o metabolismo de AM
(CUBILLOS-RUIZ; MORALES; ZAMBRANO, 2008; TEN BOKUM et al., 2008;
JHINGAN et al, 2016). A abordagem gendbmica, utilizando analise por
sequenciamento completo do genoma (do inglés Whole Genome Sequencing - WGS),
€ uma ferramenta importante que permite realizar essa identificacdo. Existem poucos
dados sobre mutagdes em genes relacionados ao metabolismo de AM em M.
tuberculosis e, até o momento, nenhum estudo que correlacione os perfis genébmicos
a dados clinicos, epidemiolégicos e com as sublinhagens.

Dada a importancia dos AM na composicdo da parede celular de M.
tuberculosis, estudos de epidemiologia gendmica que correlacionem esses dados sao
importantes, pois podem fornecer informagdes sobre a relagdo de mutagées com
desfechos de tratamento e com a variabilidade fenotipica observada entre diferentes
sublinhagens. Bem como, nortear estudos em busca de novos alvos para o
desenvolvimento de agentes quimioterapicos direcionados contra a sintese dessa
estrutura unica em M. tuberculosis.

Este estudo buscou, pela primeira vez, avaliar mutagdes em genes
relacionados ao metabolismo de AM de M. tuberculosis em isolados clinicos de
pacientes com TB pulmonar de municipios da Grande Florianépolis e sua relagdo com

dados de epidemiologia genémica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tuberculose

A TB é uma das principais causas de adoecimento e morte da sociedade
humana desde a antiguidade. Sendo, atualmente, uma das dez principais causas de
morte no mundo (WHO, 2020).

A histéria da TB tem sido rastreada até a Idade da Pedra, no periodo
paleolitico, ha cerca de 3,3 milhdes de anos. Alcangou niveis epidémicos na Europa
e na América do Norte nos séculos XVIII e XIX. Devido a sua natureza infecciosa,
resposta imunologica complexa, progressao cronica e necessidade de tratamento de
longo prazo, a TB sempre foi um grande problema de saude publica e esteve
associada a uma alta taxa de mortalidade ao longo dos séculos. E, embora, tenha
diminuido durante o século XX nos paises desenvolvidos, continua sendo uma séria
ameaca em paises de renda média baixa e economias emergentes, especialmente,
com o surgimento de estirpes resistentes aos medicamentos utilizados no seu
tratamento e a crescente associagao com infecgdes pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (LUCA; MIHAESCU, 2013; PEZZELLA, 2019; WHO, 2019).

A TB é caracterizada como uma doenga infectocontagiosa de carater cronico,
causada por bactérias do complexo M. tuberculosis (PANDOLFI et al., 2007; WHO,
2019). O pulméo € o 6rgado mais comumente afetado pela infecgao por M. tuberculosis
com estimativas de envolvimento pulmonar de 79 a 92% em individuos com TB ativa,
contudo, a infecgdo pode afetar qualquer tecido (BLOOM et al., 2017; LYON;
ROSSMAN, 2017). A transmissao ocorre de forma direta por via aérea, pela inalagéo
de aerossois contendo no seu interior o bacilo, proveniente de individuos com TB
pulmonar ativa (individuos baciliferos), por meio de tosse, espirro ou fala (CAMPOS,
2006; LEAO; PORTAELS, 2007; PANDOLFI et al., 2007; PHILIPS; ERNST, 2012). Os
sintomas mais frequentes da TB sao tosse persistente produtiva, com muco e
eventualmente sangue, febre, sudorese noturna, inapeténcia, palidez e
emagrecimento (GUTIERREZ et al., 2001; BRASIL, 2011a).
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2.1.1 Epidemiologia da Tuberculose

Entre as doencas infecciosas, a TB é uma das que mais tém causado mortes
no mundo. A Organizagcao Mundial da Saude (OMS) estima que 1,7 bilhdo de pessoas
estejam infectadas pelo bacilo causador da TB e que no ano de 2019, tenham ocorrido
10,0 milhdes de casos novos, correspondendo a uma taxa de incidéncia de
130/100.000 habitantes, e, destes, 815.000 eram soropositivos para HIV. Estima-se,
também, que 1,4 milhdo de mortes tenham ocorrido devido a doenga, desses 208.000
eram HIV soropositivos. A taxa de incidéncia de TB varia entre os paises, as menores
taxas sdo observadas principalmente em paises de alta renda, como a maioria dos
paises da Europa Ocidental, Estados Unidos, Canada, Australia e Nova Zelandia.
Nesses paises a incidéncia é menor que 10/100.000 habitantes (Figura 1). A maior
parte do numero de casos estimados em 2019 ocorreu na Regido do Sudeste Asiatico,
Regido Africana e Regiao do Pacifico Ocidental, somando 87% dos casos; proporgdes
menores ocorreram na Regido do Mediterraneo Oriental (8,2%), Regidao das Américas
(2,9%) e Regido da Europa (2,5%). Na Regidao das Américas, embora a maior parte
dos paises apresente taxas menores que 100/100.000 habitantes (Figura 1), a
incidéncia de TB esta aumentando lentamente, devido a uma tendéncia de aumento
no Brasil. O Brasil ocupa o 19° lugar entre os 30 paises identificados como detentores
da maior carga de TB, que juntos somam 86,4% dos casos relativos a incidéncia
anual. O Brasil faz parte dos paises do BRICS que, juntamente com a Russia, india,
China e Africa do Sul, correspondem a mais de 40% da carga global de TB em
incidéncia e mortes e aproximadamente 58% da carga global de resisténcia aos
farmacos anti-TB (WHO, 2020).

No Brasil, em 2019, foram diagnosticados 73.864 casos novos, 0 que
corresponde a uma taxa de incidéncia de 35,0/100.000 habitantes, 13.610 casos
pulmonares de retratamento e, em 2018, foram registrados 4.490 o&bitos (2,2
0bitos/100.000 hab.) em decorréncia da TB. Uma tendéncia de queda do coeficiente
de incidéncia da TB foi observada no pais entre os anos de 2010 e 2016, contudo,
este coeficiente aumentou nos anos de 2017 e 2018, em relagao ao periodo anterior
(BRASIL, 2020).

No Estado de Santa Catarina (SC), foram registrados 1695 casos novos de

TB em 2019, destes 85,1% eram casos de TB pulmonar. O estado encontra-se entre
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aqueles com as mais baixas taxas de incidéncia de TB, 23,7/100.000 habitantes,
porém alguns municipios apresentam taxas iguais e/ou superiores as do Brasil. E o
caso da capital do estado, Floriandpolis, que apresenta taxa de 44,5/100.000
habitantes (BRASIL, 2020).

Figura 1. Incidéncia de novos casos de tuberculose no mundo por 100.000 habitantes
em 2019.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2020.

Estima-se que no mundo, aproximadamente, 362.700 pessoas tenham
desenvolvido TB multirresistente (TB-MDR) e, dessas, uma média de 6,0 % tiveram
TB extensivamente resistente (TB-XDR) (WHO, 2020).

2.1.2 Diagnéstico da Tuberculose

O diagndstico rapido e o tratamento dos casos novos de TB, que em sua
maioria sdo suscetiveis aos medicamentos usados no tratamento de primeira escolha,
constituem a esséncia do controle da TB, curando o paciente e interrompendo a
cadeia de transmissao da doenca (UPLEKAR et al., 2015; SOTGIU et al., 2016).



20

O diagndstico da TB é realizado por exame clinico, que esta embasado nos
sintomas relatados pelo paciente e no exame fisico; exame radiolégico de térax, no
qual os diferentes achados apontam para a suspeita de doenga ativa ou doenca
passada e, também, o tipo e a extensdao do comprometimento pulmonar; testes
imunoldgicos (prova tuberculinica - PPD e o testes do tipo IGRA - Interferon Gamma
Release Assay), baseados na resposta imune contra o bacilo da TB, que podem
indicar probabilidade de um individuo ter a infecgdo latente; e pelo diagndstico
laboratorial, que pode ser realizado por baciloscopia, cultura e/ou teste rapido
molecular, confirmando o diagndstico de TB (BURRIL, 2007; WHO, 2011; CDC, 2014;
DE KEYSER, DE KEYSER, DE BAETS, 2014; CAMPBELL et al., 2015; BRASIL,
2019).

2.1.2.1 Baciloscopia

Considerando o tempo necessario para crescer as culturas de escarro, a
técnica mais rapida e facil de diagnosticar a TB pulmonar é a baciloscopia, a qual se
baseia na pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) em esfregacos de
amostras clinicas, que, no Brasil, sdo geralmente corados pelo método Ziehl-Neelsen.
Trata-se de uma metodologia simples, rapida e de baixo custo (BRASIL, 2008;
BRASIL, 2009; WHO, 2011; DESIKAN, 2013), a qual permite estimar a quantidade de
bacilos presente na amostra (CHERIAN, THOMAS, 2011; WILDNER et al., 2011).
Essa metodologia é importante, pois possibilita 0 acompanhamento do tratamento, o
que ira determinar se a terapia esta sendo eficiente (BRASIL, 2009). A principal
desvantagem dessa metodologia € a sensibilidade limitada, uma vez que, o0 numero
minimo de BAAR necessario para produzir um resultado positivo é estimado em 5000
bacilos/mL de amostra. Nos casos em que o numero de bacilos € inferior, estima-se
em 10% a chance de se observar BAAR (WHO, 2006b; BRASIL, 2008; BRASIL,
2011a; CHERIAN, THOMAS, 2011; PARSONS et al., 2011).

2.1.2.2 Cultura

Para realizar o diagndstico de TB, a cultura € considerada o método padréo-

ouro. Essa metodologia permite a multiplicagdo e o isolamento de BAAR, a partir da
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semeadura da amostra clinica, em meios de cultura especificos para micobactérias,
permitindo, também, a posterior identificacdo da espécie de micobactéria isolada,
realizacdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos e estudos epidemiolégicos
(WHO, 2006; BRASIL, 2008; BRASIL, 2011b; CHEGOU et al., 2011). E um método
de elevada sensibilidade no diagnostico da TB pulmonar, sendo capaz de detectar a
partir de 10 a 100 bacilos/mL na amostra (BRASIL, 2008; WHO, 2010; BRASIL,
2011a). Os métodos classicos de cultura de micobactérias utilizam a semeadura da
amostra em meios de cultura sélidos a base de ovo. Sdo métodos de baixo custo, que
apresentam um indice de contaminagdo menor, no entanto, o tempo de detecg¢ao do
crescimento bacteriano nesse meio varia de 14 a 30 dias e pode se estender por até
oito semanas, sendo essa a sua principal desvantagem como metodologia para
diagnostico de micobactérias (CHENG; YEW; YUEN, 2005; WHO, 2006; BRASIL,
2011a). O desenvolvimento da cultura liquida possibilitou agilizar o tempo de
crescimento do bacilo, sendo essa cultura mais rapida e mais sensivel do que a
convencional, em meio solido (CHIEN et al., 2000; TORTOLI, PALOMINO, 2007;
BATTAGLIOLI et al., 2014). Sistemas automatizados de cultura liquida diminuem o
tempo de identificagdo para aproximadamente 14 dias (TORTOLI, PALOMINO, 2007;
BRASIL, 2008; PARSONS et al., 2011; BATTAGLIOLI et al., 2014; BRASIL, 2020).

2.1.2.3 Métodos Moleculares

Devido ao crescimento lento, o complexo M. tuberculosis foi um dos primeiros
grupos de microrganismos a se beneficiar com a introdugao do diagnéstico molecular
através de metodologias que promovem a amplificacdo de acidos nucleicos, como a
reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica baseia-se na amplificagao
enzimatica de uma sequéncia especifica de DNA (TAKAHASHI, TAMURA, TAKASU,
2012). Como vantagem, a utilizacdo da PCR no diagndstico da TB fornece resultados
com sensibilidade superior aos da baciloscopia e em um tempo menor que a cultura,
especialmente em casos paucibacilares (WILSON, 2011; LIRA et al., 2012). Os alvos
moleculares mais utilizados sdo a sequéncia de inser¢cao 1S6110, o gene 16S rRNA e
0 gene da proteina MPB64/MTP64 (MEHTA et al., 2012).
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A OMS passou a recomendar, em 2010, o uso do sistema GeneXpert MTB /
RIF (Cepheid Inc., Sunnyvale, Califérnia, EUA) para programas nacionais de TB em
paises em desenvolvimento, como parte da Estratégia Global de Prevencédo da TB
pos 2015. No Brasil, ele foi implementado na rede publica do pais em 2014 (BRASIL,
2019). Esse sistema automatizado baseia-se na metodologia de PCR em tempo real
que utiliza sondas de hidrélise do tipo molecular beacons para a deteccao de M.
tuberculosis e resisténcia a rifampicina. E um teste rapido e de facil manuseio, os
resultados sao obtidos em duas horas, requer o minimo de instalacbes de
biosseguranga e tem uma alta sensibilidade em TB. Contudo, este método nao é
recomendado para monitoramento do tratamento. Quando comparado com a cultura,
que é o padrao de referéncia, o Xpert MTB / RIF apresenta sensibilidade e
especificidade abaixo do ideal (particularmente entre individuos com baciloscopia
negativa e pessoas vivendo com HIV) (FRIEDRICH et al., 2013; BOYLES et al., 2014;
WHO, 2014a; WHO, 2020).

Em 2017, a OMS avaliou e recomendou um ensaio de préxima geragao, o
Xpert® MTB / RIF Ultra (chamado de “Xpert Ultra”). Esse ensaio apresenta
sensibilidade aprimorada para casos de TB pulmonar com baciloscopia negativa
(CHAKRAVORTY et al., 2017; DORMAN et al., 2018), em pacientes HIV soropositivos
(DORMAN et al., 2018), em casos de TB extrapulmonar (WU et al., 2019) e em
pacientes pediatricos, especialmente HIV soropositivos (SABI et al., 2018). Esse
ensaio utiliza a mesma plataforma GeneXpert® do Xpert MTB / RIF (WHO, 2020).

2.1.3 Tratamento da Tuberculose

O Brasil, buscando alcangcar desfechos favoraveis, vem desenvolvendo
diversas agdes com recomendagdes para implementagao de estratégias assistenciais
que favorecam o estabelecimento do vinculo e a adesao visando o alcance de um
diagndstico precoce e tratamento oportuno, e consequentemente, prevencao da TB
droga resistente (BRASIL, 2020). Mundialmente, entre os 30 paises com alta carga
de TB, o Brasil € um dos paises que alcangou melhores coberturas de tratamento (>
80%) (WHO, 2020).
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No Brasil, o tratamento para TB é feito na rede publica de saude e fornecido
gratuitamente pelo Ministério da Saude. O esquema padrao de tratamento para TB
pulmonar e extrapulmonar sensivel (casos novos e retratamento) é realizado com a
combinagdo de quatro farmacos — isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida
(PZA) e etambutol (EMB) — e tem duragao de seis meses. O esquema é realizado em
duas fases: a primeira é a fase intensiva, com dois meses de duragéo, na qual séo
administrados os quatro farmacos; e a segunda € a fase de manutencdo que dura
quatro meses, na qual administram-se INH e RIF (BRASIL, 2011a; BRASIL, 2019).

Dentre os farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da TB, a INH e
a RIF s&o os que possuem maior poder bactericida, diminuindo rapidamente a
transmissibilidade entre os individuos. Esses dois farmacos sao ativos em todas as
populagdes bacilares sensiveis (intracavitarias, em granulomas ou intracelulares)
(CAMPOQS, 2007; BRASIL, 2011a).

A RIF, um derivado semissintético da rifamicina, foi introduzida como um
medicamento anti-TB em 1972. Esse farmaco atua bloqueando a transcrigéo, inibindo
a sintese de RNA. Inibe especificamente a RNA polimerase dependente de DNA da
bactéria sensivel, cessando a sintese de proteinas da célula bacteriana. E o farmaco
com maior poder esterilizante nas lesdes caseosas, sendo essencial, na redugcio da
ocorréncia de recidiva da doenga (BRASIL, 2011a; UNISSA; HANNA, 2017).

A INH é utilizada desde 1952. Apresenta em sua estrutura um anel piridinico
e um grupo hidrazida, componentes essenciais para a alta atividade contra M.
tuberculosis. Tem fungao bactericida sobre os bacilos de multiplicagao rapida, mas
tem acao restrita sobre os bacilos de crescimento lento (geralmente intracelulares) e
aqueles de multiplicagdo intermitente (geralmente extracelulares). A INH é um pré
farmaco que é ativado por uma enzima codificada pelo gene katG, a catalase
peroxidase KatG. Uma vez ativo, gera espécies reativas de oxigénio e radicais
organicos reativos, que atacam multiplos alvos no bacilo da TB. O principal alvo da
inibicdo é a via de sintese de AM da parede celular, onde a enoil ACP redutase (InhA)
foi identificada como o alvo da inibicdo da INH (WINDER; COLLINS, 1970; BANERJEE
et al., 1994; ZHANG, 2005).

A PZA comecgou a ser utilizada no tratamento da TB em 1980. Desde entéo,
tem desempenhado um papel unico na reducao da duragdo do tratamento de um

periodo de 9 a 12 meses para 6 meses, pois atua na eliminacdo dos bacilos
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persistentes e na esterilizagdo das lesbes, uma vez que esse farmaco € ativo somente
em meio acido (no interior dos macréfagos), o que ndo é adequado para a agao de
outros medicamentos anti-TB (BRASIL, 2011a; UNISSA; HANNA, 2017).

O EMB, utilizado no tratamento da TB desde 1966, interfere na biossintese de
arabinogalactano, principal polissacarideo da parede celular micobacteriana. Ele inibe
a acao da enzima arabinosil transferase codificada pelo gene embB. Essa enzima atua
na polimerizacdo de arabinose para arabinogalactano. O EMB é um farmaco
bacteriostatico de baixa poténcia utilizado para prevenir a emergéncia de bacilos
resistentes (TAKAYAMA; KILBURN, 1989; WOLUCKA et al., 1994; TELENTI et al.,
1997; ZHANG, 2005; BRASIL, 2011a).

Ao iniciar o tratamento, a carga bacilar diminui rapidamente, o que se
correlaciona com infectividade reduzida. A baciloscopia continua sendo uma medida
importante para avaliar a resposta ao tratamento. E, embora o tratamento diretamente
observado, com duragao de seis meses com medicamentos de primeira linha, tenha
0 objetivo de impedir o surgimento de resisténcia aos medicamentos em casos de
suscetibilidade aos farmacos (NATHANSON et al., 2006; WATANABE et al., 2016) a
nao conversao da baciloscopia esta associada a resultados mal sucedidos de
tratamento, incluindo o abandono e falha do tratamento (MLOTSHWA et al., 2016).

Em SC, foram observadas altas taxas de ndo conversao da baciloscopia e
abandono do tratamento. Na populacdo prisional, em aproximadamente 62% dos
casos avaliados n&o ocorreu conversao da baciloscopia apos os dois primeiros meses
de fase intensiva do tratamento (MEDEIROS et al., 2017) e na populagao geral, em
17% dos casos ocorreu abandono de tratamento (NOGUEIRA et al., 2016).

2.2 Mycobacterium tuberculosis

Em 1882, Robert Koch descobriu o agente causador da TB, uma doenga
causada por bactérias que compdem o complexo Mycobacterium tuberculosis. O
complexo € composto por M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, M. africanum, M.
canettii, M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae, M. mungi, M. orygis, e tem como seu
principal representante M. tuberculosis (KOCH, 1882; van INGEN et al., 2012; CDC,
2013; COSCOLLA et al, 2013; EUZEBY, 2014a). Pertencem a familia

Mycobacteriaceae, subordem Corynebacterineae, ordem Actinomycetales, subclasse
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Actinobacteridae, classe Actinobacteria € dominio Bacteria (PANDOLFI et al., 2007,
EUZEBY, 2014b).

M. tuberculosis € um bacilo reto ou ligeiramente curvo, imével, néo
esporulado, ndo encapsulado, que mede de 1 a 10 um de comprimento por 0,2 a 0,6
um de largura. E um patdgeno aerdbio estrito que necessita de oxigénio para crescer
e se multiplicar, apresenta multiplicacdo lenta com um tempo de geragao perto de 24
horas. Por ser capaz de sobreviver e de se multiplicar no interior de células
fagocitarias, € considerado um microrganismo intracelular facultativo, de viruléncia
variavel (CAMPOS, 2006; PANDOLFI et al., 2007; WHO, 2015). M. tuberculosis
praticamente ndo se cora pela coloragcdo de Gram devido a suas caracteristicas
tintoriais, sendo coradas pelo método de Ziehl-Neelsen que utiliza a carbolfucsina, o
que confere coloracdo vermelha as micobactérias (FOULDS; O’BRIEN, 1998;
ROSEMBERG; TARANTINO, 2002; VILCHEZE; KREMER, 2017).

O bacilo apresenta carateristicas tintoriais distintas das bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas devido a arquitetura unica da sua parede celular. A maioria
dos lipideos micobacterianos sao constituintes do envelope celular, o que fornece uma
barreira de permeabilidade extraordinariamente eficiente a compostos nocivos,
tornando as micobactérias resistentes intrinsecamente a muitos medicamentos
(BRENNAN; NIKAIDO, 1995). A parede celular consiste em uma camada externa
espessa, altamente impermeavel, com alto teor de lipidios (40 - 60%) (YASSIN, 2011;
VILCHEZE; KREMER, 2017). E formada por uma camada de peptideoglicano ligada
covalentemente a um polissacarideo ramificado, o arabinogalactano, esterificado em
sua porcao externa com acidos graxos de alto peso molecular, os AM (BARRERA,
2007; GUENIN-MACE; SIMEONE; DEMANGEL, 2009), os quais sdo orientados
paralelamente uns aos outros e perpendiculares ao plano do envelope celular. A
estrutura e composi¢cdo da parece celular tém influéncia direta na viabilidade
bacteriana (HETT; RUBIN, 2008) e na interagédo com a célula hospedeira (BRENNAN,
2003). A camada lipidica confere as micobactérias resisténcia a descoloragao por
alcool-acido, carater hidrofébico, resisténcia a antimicrobianos e a diversos agentes
quimicos, capacidade de formar biofilme e propriedades imunoldgicas importantes
(ROSEMBERG, TARANTINO, 2002; BARRERA, 2007). A estrutura da parede celular

também desempenha papel crucial no processo de patogénese, viruléncia e
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sobrevivéncia, conferindo aos bacilos protecdo frente a ambientes hostis (YASSIN,
2011; VILCHEZE; KREMER, 2017).

2.3 Acidos Micélicos em Mycobacterium tuberculosis

Dentre os componentes lipidicos, os AM s&o os acidos graxos principais e
especificos, que representam componentes essenciais do envelope celular de M.
tuberculosis. Na parede de M. tuberculosis, os AM estao ligados covalentemente a
arabinogalactanos, o polissacarideo que, juntamente com o peptidoglicano, forma o
esqueleto insoluvel da parede celular (BARRY et al., 1998; PAWELCZYK; KREMER,
2014), também sao encontrados como trealose monomicolatos (TMM), trealose
dimicolatos (TDM) e hidroxi acidos livres (MINNIKIN et al, 2002; VERSCHOOR,;
BAIRD; GROOTEN, 2012). Essas formas, presumivelmente desempenham um papel
crucial na arquitetura e impermeabilidade do envelope celular, participando dos dois
folhetos da membrana externa micobacteriana, também chamada de micomembrana
(Figura 2) (HOFFMANN et al., 2008; SANI et al., 2010; MARRAKCHI; LANEELE; DAFFE,
2014).

AM sao acidos graxos a-alquil, B-hidroxi de cadeia longa de alto peso
molecular. Estruturalmente, distinguem-se nos AM duas cadeias hidrocarbonadas:
uma cadeia alquil curta (C22 a C24) chamada cadeia a (colocada na posi¢cao a de
acordo com o grupo funcional acido carboxilico) e um meroaldeido de cadeia longa
(C42 a C62), a cadeia meromicdlica (parte da molécula que vai do metil terminal ao
atomo de carbono que contém o grupo hidroxila). Na posicdo proximal da cadeia
meromicdlica, geralmente ha um anel de ciclopropano, e na posigao distal observa-se
outro anel de ciclopropano, bem como grupos funcionais hidrofilicos: metoxi e ceto
(KOWALSKI et al., 2014; PAWELCZYK; KREMER, 2014). Todas as micobactérias
sintetizam AM, mas somente micobactérias patogénicas (por exemplo, M.
tuberculosis, M. leprae, M. avium, M. bovis) produzem quantidades significativas de
AM com anéis de ciclopropano (BARRY et al., 1998; BARKAN et al., 2010).
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Figura 2. Modelo proposto do envelope celular micobacteriano.
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A micomembrana corresponde a barreira de permeabilidade. A camada externa € composta
por proteinas, glicanos e pequena quantidade de lipidios. O folheto interno é formado por um
arranjo paralelo de cadeias AM (em preto) ligadas a arabinogalactanos que estao ligados
covalentemente aos peptidoglicanos; o folheto interno da micomembrana é composto de
lipidios livres que incluem dimicolato de trealose - TDM (em vermelho), monomicolato de
trealose - TMM (em laranja), varios glicolipidios (em marrom) e fosfolipidios (em azul). A
camada granular acima da membrana plasmatica € composta de proteinas; essas proteinas
podem precipitar em decorréncia do tratamento das bactérias antes da observagao por
microscopia eletrdonica de transmissao e produzir uma aparéncia mais espessa para o folheto
externo da membrana plasmatica. Fonte: Adaptado de MARRAKCHI; LANEELE; DAFFE,
2014.

A biossintese de AM, que ocorre no citoplasma, envolve duas vias distintas,
denominadas sintases de acidos graxos tipos | e Il (FAS | e FAS Il). A FAS-I, do tipo
eucariotico, catalisa a sintese de novos acidos graxos a partir de acetil-CoA. Em
contraste, a FAS-Il é semelhante aos sistemas encontrados em bactérias, parasitas
do filo Apicomplexa e plantas e € composto por quatro enzimas dissociaveis que agem
de forma sucessiva e repetitiva para alongar a cadeia acil crescente (COLE et al.,
1998).
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A via biossintética de AM pode ser considerada composta por quatro subvias:
(A) producao de malonil-CoA, (B) via FAS-I, (C) via FAS-Il e (D) condensagéo dos
produtos de FAS-Il e FAS-lI em acido alfa- (D1), metoxi- (D2) e ceto-micolicos (D3)
(Figura 3). FAS-I e FAS-Il sdo dependentes da produgdo de malonil-CoA e tém os
seus produtos convertidos em diferentes AM na subvia D (RAMAN RAJAGOPALAN;
CHANDRA, 2005; TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005; RAMAN; RAJAGOPALAN;
CHANDRA, 2007).

A parte inicial da via utiliza as vias gerais de biossintese de acidos graxos
observadas na maioria dos organismos. O alongamento dos acidos graxos depende
da disponibilidade de ACP e malonil-CoA, a holoAcpM. A transacilase malonil:AcpM,
a enzima FabD, gera malonil-AcpM (KREMER et al. 2001). Em seguida, a FabH (B-
cetoacil ACP sintase) catalisa uma reagao de condensagao dos iniciadores C14-CoA
de FAS | com malonil-AcpM (CHOI et al., 2000). O FAS-I micobacteriano é bimodal e,
além de gerar acidos graxos C18, também sintetiza acidos graxos C24-26 (BLOCH,
1977). O produto formado é direcionado para a via FAS Il (BHATT et al. 2007). Ao
contrario das sintases de tipo Il de outras bactérias, a FAS Il micobacteriana € incapaz
de realizar sintese de acidos graxos do inicio a partir da acetil-CoA; entao, ela alonga
os acil-CoAs de cadeia média, previamente sintetizados pelo FAS |, para gerar
cadeias meromicolil-ACP longas. Propde-se que o acido graxo C20 seja o ponto de
partida onde o sistema FAS-Il assume a sintese do segmento mero de cadeia longa,
dos metoxi- e ceto-AM (RAMAN RAJAGOPALAN; CHANDRA, 2005; TAKAYAMA;
WANG; BESRA, 2005; RAMAN; RAJAGOPALAN; CHANDRA, 2007; COXON et al.,
2013; TSAl et al., 2017).

Na via FAS Il, ocorrem ciclos de reagdes de ceto-reducao, desidratacéo e
enoilredugdo, as quais sao catalisadas por MabA (FabG1), uma B-cetoacil-AcpM
redutase (MARRAKCHI et al., 2002); HadAB / BC, uma Bhidroxiacil-AcpM hidratase
(SACCO et al., 2007); InhA, uma enoil-AcpM redutase (BANERJEE et al., 1994),
respectivamente. Em FAS Il, ocorrem ciclos sucessivos, nos quais a reacado de
condensacao de FabH é substituida pela acdo de KasA e KasB, duas B-cetoacil
sintases (SCHAEFFER et al., 2001; KREMER et al., 2002a). A cadeia acil ligada ao
AcpM é estendida por duas unidades de carbono em cada ciclo, formando um
meromicolato de cadeia longa saturado de C42-C62, que pode sofrer modificagdes

como adigao de grupos metoxi e ceto e ciclopropanacéo, introducédo do anel proximal
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de cis-ciclopropano em metoxi- e ceto-AM, introdugéo do grupo metil no ramo proximal
e anel trans-ciclopropano em meroacidos trans-oxigenados (DUBNAU et al., 2000;
GLICKMAN et al., 2000; GLICKMAN, 2003; BARKAN et al., 2010). A cadeia de
meromicolato é ativada por uma ligase de acil-AMP graxo, a FabD32 (TRIVEDI et al.,
2004), assim, a ligagdo do meromicolil-AMP ao éster a-alquil-CoA ocorre pela agéao
da Pks13, gerando um a-alquil-B- acido ceto-micdlico (GANDE et al., 2004;
PORTEVIN et al., 2004), uma familia de metiltransferases dependentes de S-adenosil-
metionina que modificam AMs do envelope celular com ramificacdo metil e anéis de
ciclopropano (YUAN; BARRY Ill, 1996; BARKAN et al., 2010). A metiltransferase
MmaA2 é necessaria para a introdugao do anel distal de ciclopropano da alfa-AM
(GLICKMAN, 2003) e a metiltransferase MmaA4 introduz a ramificacdo metil e grupo
hidroxila adjacente na insaturagédo cis distal. Mostrou-se que a delegcdo do gene
mmaA4 inibiu a sintese de ambos, os metoxi- e os ceto-AMs. (ALAHARI et al., 2009;
COXON et al., 2013).

Nos estagios finais na sintese da parede celular de M. tuberculosis ocorre o
transporte e a ligacdo de AM recentemente sintetizados ao complexo peptidoglicano-
arabinogalactano da parede celular e a formacao de TDM (TAKAYAMA; WANG;
BESRA, 2005). Inicialmente, ha a formacado de TMM pela transferéncia de um grupo
micolil de micolil-Pks13 para D-manopiranosil-1-fosfoheptaprenol pela acdo de uma
micoliltransferase (BESRA et al., 1994), em seguida outra micoliltransferase transfere
o micolil de micolil-D-manopiranosil-1-fosfoheptaprenol para trealose-6-fosfato
formando TMM-fosfato. Apds a remocgao do fosfato, o TMM é transportado para fora
da célula através de uma familia de bombas de efluxo (proteinas de membrana
micobacteriana grandes - MmpL) (TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005;
GRZEGORZEWICZ et al., 2012; VARELA et al., 2012). E, por fim, o complexo de
antigeno 85 de micoliltransferase (FbpA, FbpB e FbpC) realiza a ligagdo da porgao de
AM da TMM ao arabinogalactano (JACKSON et al., 1999). O complexo Ag85 também
catalisa a formacgao de TDM, a partir de duas moléculas de TMM, liberando trealose
(TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005). TDM, ou "fator de corda", esta relacionado a
patogenicidade de M. tuberculosis (RAMAN RAJAGOPALAN; CHANDRA, 2005;
TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005; RAMAN; RAJAGOPALAN; CHANDRA, 2007;
COXON et al., 2013; TSAl et al., 2017).
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M. tuberculosis produz trés classes principais de AM derivadas de diferentes
modificagdes enzimaticas da cadeia principal meromicolica de acidos graxos: alfa,
metoxi e ceto-AM, conforme apresentado na Figura 4. Os alfa-AM n&o possuem
nenhuma funcionalidade de oxigénio diferente do grupo B-hidroxil, mas possuem dois
anéis de ciclopropano, sendo assim, diferentes dos acidos micdlicos oxigenados
(metoxi- e ceto-AM). A caracterizagdo bioquimica de acidos micélicos em culturas de
células de M. tuberculosis H37Rv indicam claramente que alfa-AM é o AM
predominante e compreende até 49% dos micolatos na parede celular, enquanto
metoxi- e ceto-micolatos estdo presentes em menores quantidades, 27% e 24%,
respectivamente. O alfa-AM é um acido graxo cis, cis-diciclopropil. Existem duas
variagoes estruturais deste AM, dependendo da fonte. Estas variacbes estdo no
comprimento do grupo alquilo terminal e no numero de grupos metileno entre os anéis
ciclo-ciclopropano e o grupo carboxil. Os AM oxigenados possuem modificacbes
polares que contém funcdes de oxigénio na porc¢ao distal da cadeia de meromicdlica,
ao passo que as modificagdes apolares, ou seja, anéis de ciclopropano e
insaturagdes, sdo encontradas tanto no grupo proximal (mais préximo do grupo B-
hidroxil) quanto na posig¢ao periférica da cadeia. Além das diferencas na estrutura
quimica, ha diferencgas significativas na conformacéao e na estrutura espacial (BARRY
et al., 1998; WATANABE et al., 2001; BARKAN et al., 2010; KOWALSKI et al., 2014;
PAWELCZYK; KREMER, 2014; PORTEVIN et al., 2014). Tanto metoxi-AM quanto
ceto-AM possuem subclasses, as quais sao caracterizadas pela presenca de anéis de
cis-ciclopropano ou grupos trans-ciclopropano com uma ramificagao metil adjacente,
sendo o primeiro predominante em metoxi-AM e o ultimo em ceto-AM (WATANABE et
al., 2001; WATANABE et al., 2002; GROENEWALD et al., 2014).



31

Figura 3. Via biossintética de acidos micélicos em M. tuberculosis.
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A figura é composta por quatro partes principais: A, B, C e D {D1, D2, D3}. Os metabdlitos
principais sédo indicados em letras de tamanho maior. As proteinas que catalisam cada reacéo
sao indicadas a direita das setas de reagao. A biossintese de AM pode ser considerada como
composta por quatro subcaminhos: (A) producao de acetil e malonil CoA, (B) acido graxo
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sintase-l (FAS-I) via, (C) acido graxo sintase-ll (FAS-II) via, e (D) condensagao de Produtos
FAS-Il e FAS-l em a- (D1), metoxi-(D2) e acidos ceto-micolicos (D3). FAS-1 e FAS-II (subvias
B e C) sdo dependentes sobre a produ¢do de malonil CoA (produzido em A). Os produtos de
B e C sao entao convertidos em diferentes acidos micolicos em D. * Besra e colaborados
levantaram a hipotese de um mecanismo alternativo baseado em evidéncias bioquimicas.
Sugere-se que a cis-insaturagdo em a cadeia de meroacidos é provocada por desidrases e
isomerases. B-hidroxiacilACP desidrase e 2-trans-enoil-ACP isomerase. Fonte: Adaptado de
RAMAN; RAJAGOPALAN; CHANDRA, 2007.

Figura 4. Estruturas quimicas dos principais acidos micolicos de M. tuberculosis.
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Existem cinco formas de AM em M. tuberculosis. Estao ilustrados acima alfa-AM, metoxi-AM
e ceto-AM Os anéis de ciclopropano no alfa-AM tém a configuragéao cis. Os metoxi-AM e ceto-
AM podem ter a configuragao cis ou trans no anel proximal de ciclopropano. Legenda: AM —
Acidos Micolicos. Fonte: Modificado de TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005.

Estes e outros tipos de AM estdo presentes em proporgdes variaveis em
diferentes espécies de micobactérias, apresentando um perfil especifico de AM, que
pode ser utilizado para diferenciar subespécies dessas bactérias (BUTLER;
GUTHERTZ, 2001; SONG et al.,, 2009; RIVERA-BETANCOURT et al., 2013). A
existéncia de perfis especificos de AM em diferentes contextos sugere que as
propriedades fisicas e, portanto, as fun¢des bioldégicas de ambos os derivados de AM
e AM livres podem ser determinadas pela sua composi¢ao quimica basica (YUAN et
al., 1998; GROENEWALD et al., 2014). Estudos sobre os genes que codificam
enzimas envolvidas na sintese de diferentes grupos funcionais de AM tém destacado
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a sua importancia em diferentes funcionalidades das micobactérias. Quando ha
auséncia de um grupo cis-ciclopropano proximal em a-AM, M. bovis BCG nao é capaz
de estabelecer uma infecgao letal, em comparacéo a estirpe selvagem (GLICKMAN,;
COX; JACOBS, 2000). A trans-ciclopropanacdo de AM oxigenados suprime a
inflamacao e viruléncia induzida por M. tuberculosis (RAQO et al., 2006). Sendo, entao,
a ciclopropanagao e estereoquimica do ciclopropano importantes para a relagao
estrutura-fungdo dos AM. Ceto-AM apresentaram-se em maior quantidade em
bactérias que cresceram em macréfagos e, na auséncia de ceto-AM, a entrada e
replicacdo dentro de macréfagos foram prejudicadas (YUAN et al., 1998), sugerindo
que ceto-AM desempenham um papel chave na infeccdo de macréfagos. AM
oxigenados podem ser essenciais para a patogenicidade em camundongos (DUBNAU
et al., 2000) e tem-se sugerido que desempenham um papel importante no acumulo
de lipidios e formagdo de células esponjosas no local da infeccdo e assim,
possivelmente, facilitem a persisténcia a longo prazo no hospedeiro (PEYRON et al.,
2008).

Além disso, sabe-se que, de uma forma geral, os AM estao relacionados com
caracteristicas unicas das micobactérias e desempenham papel fundamental na sua
patogenicidade. As caracteristicas mais importantes incluem propriedades como a
resisténcia a lesdo quimica, resisténcia ao sistema imune do hospedeiro, redugao da
acao eficaz de antimicrobianos hidrofébicos, resisténcia a desidratacédo e capacidade
de persistir e se multiplicar dentro do ambiente hostil do fagolisossoma dos
macréfagos (DAFFE; DRAPER, 1998; YASSIN, 2011; VERSCHOOR; BAIRD;
GROOTEN, 2012; PAWELCZYK; KREMER, 2013; SLAMA et al., 2016). Observa-se
também que diferencas nas respostas imunitarias do hospedeiro a diferentes estirpes
sao, pelo menos em parte, atribuidas a diferengcas na composicao lipidica dos seus
envelopes celulares (EHRT; SCHNAPPINGER, 2007; FORRELAD et al., 2013).

2.4 Genoma de M. tuberculosis

O genoma da cepa M. tuberculosis H37Rv foi totalmente sequenciado em
1998. Ele compreende 4.411.529 pares de base (pb) e um conteudo G+C (guanina e

citosina) de 65,6% que se apresenta relativamente constante ao longo do genoma
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(COLE et al., 1998). Com a disponibilidade de sequéncias do genoma de diferentes
estirpes de M. tuberculosis tornou-se possivel realizar comparagcbes de todo o
genoma. As estirpes de M. tuberculosis geneticamente heterogéneas sao divididas
em grupos chamados de linhagens ou genétipos, os quais sao caracterizadas por
variagbes especificas que se acumulam gradualmente durante a evolugédo (FILLIOL
et al., 2006; GAGNEUX et al., 2006; GAGNEUX; PETER, 2007; PROZOROV;
DANILENKO, 2011; JAGIELSKI et al., 2014). As linhagens podem apresentar variagéo
no numero de copias de genes, sequéncias de inser¢des (IS), insercdes / delegdes
(indels) de varios nucleotideos e mutagdes pontuais conhecidas como polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) (GAGNEUX et al., 2006; MIKHEECHEVA et al., 2017).
Os SNPs sao considerados marcadores promissores, pois fornecem alta resolucéo e
resultados inequivocos. SNPs em varios grupos de genes podem ser utilizados para
genotipagem, incluindo genes constitutivos e de resisténcia a farmacos (FORD et al.,
2013; COLL et al.,, 2014; FEUERRIEGEL et al., 2014). SNPs sindnimos e néao
sinbnimos podem ser utilizados para realizar a genotipagem. Algumas alteragdes de
aminoacidos podem ser neutras, mas algumas podem afetar a fungao das proteinas.
O uso de SNPs nao sindnimos permite a detec¢ao de grupos bacterianos com fenétipo
potencialmente alterado (MIKHEECHEVA et al., 2017).

2.4.1 Epidemiologia Molecular

Buscando identificar os determinantes de distribuicdo, transmisséo e
manifestacdo de uma doenca na populacao e visando a possibilidade de intervencao
e prevencao, houve o desenvolvimento da epidemiologia molecular que integra
abordagens epidemioldgicas convencionais com técnicas moleculares baseadas no
reconhecimento de sequéncias ou padrdes genéticos de um microrganismo
(FOXMAN, RILEY, 2001).

A expansao da aplicagdo de técnicas gendémicas fornece novos caminhos
para o combate da TB, tendo sido utilizada para abordar inumeras questdes, cujas
respostas estdo avancando na pratica clinica. Essas investigagdes normalmente
dependem da capacidade dos métodos utilizados de genotipar isolados clinicos
(BORGDORFF; VAN SOOLINGEN, 2013).
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2.4.1.1 Métodos classicos de genotipagem

A analise de marcadores genéticos permite classificar as estirpes de M.
tuberculosis em diferentes linhagens e analisar a distribuicdo dessas estirpes na
populacdo, além de estudar fatores de risco na dispersdo da doencga. Dentre as
metodologias de genotipagem de M. tuberculosis mais utilizadas estdo o RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) da sequéncia de inser¢éo 1IS6770, MIRU
(Mycobacterial Interspersed Repeat Units) e Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide
Typing) (KREMER et al., 1999; MURRAY; ALLAND, 2002; GAGNEUX; SMALL, 2007;
GILLESPIE, 2007).

2.4.1.1.1 RFLP da sequéncia IS6110

No RFLP da sequéncia de inser¢ao IS67110, realiza-se a digestdo de DNA
gendmico utilizando a enzima de restricdo Pvull seguida por hibridizacdo Southern
blotting com sondas para a sequéncia IS6110, diferenciando as estirpes pelo padréao
do tamanho molecular dos fragmentos gerados. Esse método baseia-se na
distribuicdo dessa sequéncia em diferentes estirpes, que é diferente entre os isolados
nao relacionados epidemiologicamente (van EMBDEN et al., 1993; SCHURCH; van
SOOLINGEN, 2012).

O RFLP da sequéncia IS6170 foi a primeira técnica utilizada na genotipagem
de M. tuberculosis e considerada como meétodo padrao-ouro, apresenta uma
resolugao maior do que o método spoligotyping e pode distinguir estirpes do complexo
M. tuberculosis. No entanto, essa técnica € demorada, trabalhosa e requer grande
quantidade de DNA para sua realizacdo. Além disso, quando aplicada em estirpes
com numero de coépias da sequéncia IS6710 inferior a seis, tem sua capacidade
discriminatéria diminuida, podendo apresentar padrdes idénticos mesmo em isolados
nao epidemiologicamente relacionados. Nesse caso, € necessario a utilizagcado de
métodos de genotipagem complementares como o MIRU-VNTR e/ou Spoligotyping
(van SOOLINGEN et al., 1991, KREMER et al., 1999; GOULDING et al., 2000;
SCHURCH; van SOOLINGEN, 2012; JONSSON et al., 2014).
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2.4.1.1.2 MIRU-VNTR

A metodologia MIRU-VNTR baseia-se no numero variavel de repeticbes em
tandem (Variable number of tandem repeats — VNTR) de unidades repetitivas de DNA
micobacteriano (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units — MIRUs) que variam de
40 a 100 pb (SUPPLY et al., 2000). Nessa metodologia sédo utilizados iniciadores
especificos para realizar a amplificacdo de multiplos /oci por PCR e sao identificados
os tamanhos dos fragmentos amplificados, utilizando um método de separagdo, como
eletroforese em gel, sistema de capilaridade ou HPLC. O tamanho do produto
amplificado reflete o numero de cépias do MIRU-VNTR alvo (SUPPLY et al., 2000;
MAZARS et al. 2001; ALLIX et al., 2004; EVANS et al. 2004).

O poder discriminatério do método MIRU-VNTR é proporcional ao numero de
loci avaliado, em geral, quando se utiliza apenas 12 loci o poder discriminatério €
menor que o RFLP-IS67170. Quando é utilizado o conjunto de 15 loci, seu valor
preditivo para avaliar a transmissdo de M. tuberculosis foi considerado igual ao do
RFLP-IS6770 e o de 24 loci definido como uma ferramenta de alta resolugcédo para
estudos filogenéticos. Quando a analise € realizada em combinagdo com
Spoligotyping o poder discriminatério aumenta (MATHEMA et al., 2006; SUPPLY et
al., 2006).

2.4.1.1.3 Spoligotyping

Spoligotyping € uma técnica amplamente utilizada para a genotipagem do
complexo M. tuberculosis que, em geral, apresenta um poder discriminatorio menor
do que RFLP-IS67710 ou MIRU-VNTR. A metodologia € utilizada para avaliar a
diversidade genética do I6cus DR (Direct Repeats), que € membro de uma grande
familia de repeticdes de DNA, denominadas CRISPR. Consiste em repeti¢coes diretas
de 36 pb, que se alternam com espacgadores unicos que tém comprimento de 35 a 41
pb (KAMERBEEK et al., 1997; KANDUMA et al., 2003; ARNOLD, 2006; BRUDEY et
al., 2006; MAKAROVA et al., 2011).

A técnica é baseada em uma PCR seguida de uma hibridizacdo que é
realizada em uma membrana que contém oligonucleotideos imobilizados, ligados

previamente de forma covalente, especificos para cada uma das 43 sequéncias
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espacadoras. O resultado é visualizado por meio de uma reagdo de
quimioluminescéncia e os diferentes padrdes de hibridizagado sao interpretados pela
presencga ou auséncia de cada sequéncia espagadora analisada (GOYAL et al. 1997;
KAMERBEEK et al., 1997; SANTOS, KIPNIS, KIPNIS, 2007).

O Spoligotyping € um método rapido, de simples execugéo, possui alta
reprodutibilidade e permite a detecgao e diferenciagcao de estirpes de M. tuberculosis
simultaneamente, além de diferenciar os membros do complexo M. tuberculosis
(KAMERBEEK et al., 1997), pois seus resultados sao expressos através de padroes
que podem ser facilmente analisados em programas de computador, o que permite a
realizacao de estudos com muitas amostras e facilita a comparagao de resultados intra
e interlaboratoriais (GOYAL et al., 1997; KREMER et al., 1999; MATHEMA et al.,
2006).

Para esta técnica, instituiu-se um banco mundial de padrdes de Spoligotyping,
de acesso livre, contendo spoligotypes de milhares de isolados clinicos de muitos
paises. Sendo o SITVIT2 (Institute Pasteur de La Guadeloupe, Franga) o maior banco
de dados de genotipagem mundial na atualidade. Este banco de dados é composto
por mais de 111.635 isolados clinicos do complexo M. tuberculosis obtidos de 169
paises (COUVIN et al., 2019). A nivel mundial, os spoligotypes comuns a mais de um
isolado sado designados Shared Types (ST) e a cada um deles sdo atribuidos um
numero Spoligotype International Type (SIT). O SIT designa padrées genéticos
compartilhados por dois ou mais pacientes, sendo designados como Orphan os
padrdes relatados em um unico isolado (DEMAY et al., 2012). Com base no padrao
de Spoligotyping, diferentes linhagens e sublinhagens do complexo M. tuberculosis
foram definidas, as quais possuem distribuicdo geogréfica global bastante variavel
(GAGNEUX; SMALL, 2007; COUVIN et al., 2019).

2.4.1.2 Sequenciamento completo do genoma (WGS)

Meétodos de genotipagem classica de bactérias do complexo M. tuberculosis
podem ajudar a diferenciar e compreender cadeias de transmissao recentes e abordar
questdes clinicas. Tém sido utilizados como ferramentas para avaliar os programas

de controle da TB ao apontar possiveis fatores de risco para eventos de transmissao
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recentes. Contudo, os métodos classicos analisam apenas um conjunto selecionado
de regides altamente polimorficas que baseando-se apenas em marcadores contidos
em porgdes pequenas do genoma (BARNES; CAVE, 2003; MERKER et al., 2017).

O WGS oferece novas oportunidades tanto em pesquisas quanto em
aplicagdes em saude publica por meio de analise de genomas completos de varias
estirpes simultaneamente, fornecendo mais informacgbes, com precisdao, quando
comparado com os métodos tradicionais de genotipagem (KOSER et al., 2012;
NIEMANN; SUPPLY, 2014; WALKER et al., 2015). O sequenciamento do genoma é
um processo que determina a ordem dos nucleotideos presentes no DNA de um
organismo, baseando-se em métodos bioquimicos (BRANDAO, 2009). O método
mais rapido e econémico é o sequenciamento shotgun para gerar leituras curtas (40—
250 bp) que serdo alinhadas a um genoma de referéncia. Atualmente os
sequenciadores lllumina sdo os mais utilizados. As analises de bioinformatica séo
utilizadas para juntar esses fragmentos mapeando as leituras individuais com o
genoma de referéncia (BEHJATI; TARPEY, 2013).

A principio, o WGS fornece a melhor solugao para a classificagdo de linhagens
para rastrear fontes de infeccdo e redes de transmissdo e permite a previsao
simultanea do perfil completo de suscetibilidade antimicrobiana de um determinado
isolado. Nos ultimos anos, houve uma expansao consideravel na capacidade do WGS
nos laboratorios de referéncia em TB de forma global, oferecendo uma alternativa
mais rapida aos métodos de diagnostico convencionais e uma diminui¢do no custo
quando realizado em maior escala (REVEZ et al.,, 2017; CRyPTIC, 2018;
NIKOLAYEVSKYY et al., 2019).

Os resultados do estudo realizado por Meehan e colaboradores (2019)
sugerem que os clusters baseados na metodologia de spoligotyping podem abranger
eventos de transmissdo que ocorreram quase 200 anos antes da amostragem,
enquanto MIRU-VNTR de 24 Joci geralmente representavam trés décadas de
transmissdo. Em vez disso, a genotipagem baseada em WGS que aplica baixos
limiares de alelos SNP ou cgMLST permite a determinacao de eventos de transmissao
recentes, por exemplo em intervalos de tempo de até 10 anos utilizando um cutoff de
5 SNP / alelo.

As tecnologias de sequenciamento estdo avangando em um ritmo rapido e

vém contribuindo para superar as limitagbes das técnicas de genotipagem classicas.
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Além disso, a medida que o custo de reagentes e instrumentos continua diminuindo,
as oportunidades de aplicagdo do sequenciamento na linha de frente no combate a
TB poderéo se expandir cada vez mais (GALAGAN, 2014).

2.4.2 Diversidade genética

O sequenciamento do genoma completo, a gendbmica comparativa e a biologia
de sistemas estdo gerando insights sobre as origens e a evolugao continua do M.
tuberculosis, bem como a base molecular de sua patogenicidade. Isso tem
implicagcdes importantes para a perspectiva da doenca, desenvolvimento de novos
medicamentos e vacinas e tratamento de pacientes usando as terapéuticas
(GALAGAN, 2014).

Uma diversidade genética substancial vem sendo descrita entre estirpes de
M. tuberculosis prevalentes em diferentes partes do mundo (GAGNEUX et al., 2006).
O complexo M. tuberculosis associado ao homem é classificado em sete diferentes
linhagens filogenéticas (Figura 5): Linhagem 1 — East Africa, The Philippines, Rim of
Indian Ocean; Linhagem 2 — East Asia; Linhagem 3 — East Africa, Central Asia;
Linhagem 4 — Europe, America, Africa; Linhagem 5 — West African 1; Linhagem 6 —
West African 2; Linhagem 7 - Ethiopia (COMAS et al., 2013).

Algumas linhagens s&o capazes de persistir em diferentes populagbes
humanas e outras sdo capazes de persistir apenas em uma ou algumas populagdes
hospedeiras especificas (KIRZINGER; STAVRINIDES, 2012). Dentre as linhagens
mais adaptadas ao homem, a Linhagem 4 é a que apresenta maior frequéncia em
todos os continentes, sendo, geograficamente, a causa mais comum de TB humana
(DEMAY et al.,, 2012; COSCOLLA; GAGNEUX, 2014). Membros das linhagens
modernas, Linhagem 4 e Linhagem 2, sdo responsaveis pela maioria dos casos de
TB no mundo (Figura 5.B) e algumas de suas estirpes estdo associadas a grandes
surtos de TB sensivel e resistente a medicamentos (COSCOLLA; GAGNEUX, 2010,
2014; COSCOLLA et al., 2013). Foi demonstrado, também, que essas linhagens
causam progressao mais rapida para doenga ativa e s&o mais virulentas em modelos

animais quando comparadas com linhagens antigas (GAGNEUX et al., 2006).
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Figura 5. Analise filogenética do complexo M. tuberculosis e sua distribuicao
geografica.
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A. Andlise de maxima verossimilhanga modificada de Bos e colaboradores (2014). O suporte
ao no apos 1000 replicagdes de bootstrap € mostrado nos ramos € a arvore € enraizada pelo
grupo externo M. canettii. Polimorfismos de sequéncia grande (LSPs) s&o indicados ao longo
dos ramos. A barra de escala indica o numero de substituicbes de nucleotideos por local. B,
C e D. Linhagens do complexo M. tuberculosis dominantes por pais. O ponto amarelo € o
laranja representam a linhagem 7 na Eti6pia e as cepas do complexo M. tuberculosis extintas
do Peru, respectivamente; B mostra as linhagens mais difundidas geograficamente, C, as
linhagens distribuidas de forma intermediaria e D, as linhagens mais restritas
geograficamente. Fonte: COSCOLLA; GAGNEUX, 2014.

A Linhagem 4 compreende as sublinhagens T, S, LAM, X, Haarlem, Ural,
Cameroon, Turkey (GAGNEUX; SMALL, 2007; COUVIN et al., 2019). As sublinhagens
da Linhagem 4 foram encontradas amplamente dispersas, mas padrdes claros de
estrutura geografica sao discerniveis (STUCKI et al, 2016). As linhagens LAM e
Haarlem s&o relatadas em todo o mundo, enquanto, outras s&o geograficamente
restritas, como as linhagens de Camardes e Uganda, que s&o mais prevalentes
nesses paises, respectivamente (KOROKORO et al., 2012; WAMPANDE et al., 2013).
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Acredita-se que as estirpes LAM e Haarlem tenham sido trazidas para o continente
americano pelos europeus, nos séculos XVIII e XIX, durante o periodo de colonizagao
e migragoes para o Novo Mundo (PAULSEN, 1987; BRYNILDSRUD et al., 2018). No
entanto, variantes africanas do complexo M. tuberculosis como M. africanum ou sub-
linhagens da Linhagem 4, como Camardes e Uganda, estdo quase ausentes no
continente americano, mesmo com o grande numero de africanos que chegaram a
América trazidos como escravos (YEBOAH-MANU et al., 2011).

A sublinhagem LAM é predominante em paises da América Latina (~ 34-52%)
(CANDIA et al., 2007; CEREZO et al., 2012; BALCELLS et al., 2015). No Brasil, a
sublinhagem LAM é a mais prevalente, seguida pelas sublinhagens T e Haarlem
(GOMES et al., 2012), assim como em Santa Catarina (NOGUEIRA et al., 2016; PRIM
et al., 2016; MEDEIROS et al., 2017).

2.4.3 Genética dos Acidos Micoélicos

Com a disponibilidade de sequéncias do genoma de diferentes estirpes de M.
tuberculosis tornou-se possivel realizar comparacgdes de todo o genoma. Permitindo,
assim, a identificacdo da presenga de delecbes ou mutagbes de genes que se
correlacionam com viruléncia, incluindo genes relacionados com o metabolismo de
AM (CUBILLOS-RUIZ; MORALES; ZAMBRANO, 2008; TEN BOKUM et al., 2008;
JHINGAN et al., 2016).

Evidéncias sugerem que a diversidade filogenética tem importantes
consequéncias fenotipicas (COSCOLLA; GAGNEUX, 2010), inter ou intralinhagem.
Em estudo recente destacou-se tendéncias no metabolismo de AM compartilhados
por estirpes pertencentes a mesma linhagem filogenética. Contudo, pdde ser
observada uma diversidade substancial intralinhagem no que se refere ao
metabolismo lipidico, consistente com o elevado numero de SNPs presentes em duas
ou mais estirpes, mas ndo em toda linhagem (PORTEVIN et al., 2014).

Estudos sobre os genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de
diferentes grupos funcionais de AM tém destacado a sua importancia em diferentes
funcionalidades das micobactérias (GLICKMAN; COX; JACOBS, 2000). M.
tuberculosis esta entre um grupo de bactérias altamente virulentas que exibem niveis

extremamente baixos de diversidade genética na sua populagao (ACHTMAN, 2008).
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Esta micobactéria produz grande variedade de lipidios complexos, incluindo diversos
tipos de AM, o que se reflete no numero de genes envolvidos no seu metabolismo.
Sugere-se que ocorra uma forte selecdo em genes que s&o importantes para a
fisiologia de M. tuberculosis, esperando-se, assim, que genes essenciais sejam
conservados, como os relacionados ao metabolismo de AM (COLE et al.,, 1998;
PEPPERELL et al., 2013; PORTEVIN et al., 2014). Contudo, considerando que um
dos principais medicamentos utilizados no tratamento da TB tem como alvo o
metabolismo de AM, os genes envolvidos neste metabolismo podem estar sob
selecao diversificada (PORTEVIN et al., 2014).

Os resultados de Portevin e colaboradores (2014) mostraram que o
background genético da cepa influencia o metabolismo de AM e sugere que a
diversidade da cepa deve ser considerada no desenvolvimento de novos farmacos
antituberculose que tém como alvo a sintese de AM. Também foi demonstrado que
padrées de AM se diferenciavam substancialmente entre as cepas individuais do
complexo M. tuberculosis, sugerindo uma faixa ainda mais ampla na tolerancia a
medicamentos entre essas cepas. A variabilidade especifica da linhagem ou na
permeabilidade a antimicrobianos ligada ao conteudo de AM também teria implicagdes
clinicas significativas, uma vez que a genotipagem da cepa poderia ser implementada
no futuro como uma abordagem personalizada no tratamento da TB (MULLER et al.,
2013; PORTEVIN et al., 2014).

Com isso, neste estudo, a analise dos dados do WGS foi empregada para
determinar, pela primeira vez, mutagées em genes relacionados ao metabolismo de
AM de M. tuberculosis em isolados clinicos de pacientes com TB pulmonar de

municipios da Grande Floriandpolis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar mutagdes nos genes relacionados a metabolizagdo de acidos
micodlicos em estirpes de M. tuberculosis circulantes na Grande Florianépolis baseado
nos dados do WGS.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar mutagbes gendmicas (SNPs e indels) em genes envolvidos no
metabolismo de AM.

- Associar as mutagdes encontradas nos genes relacionados ao metabolismo
de AM com o SIT/sublinhagem obtidos por Spoligotyping.

- Associar as mutagdes encontradas nos genes relacionados ao metabolismo

de AM com os dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob numero de
protocolo: 2.054.560 CAAE: 66795917.1.0000.0121. Os individuos que concordaram

em participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2 Amostragem e critérios de inclusao

Neste estudo foram incluidas 151 isolados clinicos de M. tuberculosis como
um estrato da amostragem do trabalho de tese de Scheffer (2017), “Influéncia de
fatores de risco do paciente e de caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis no
desfecho dos casos novos de tuberculose pulmonar tratados com esquema basico:
uma coorte prospectiva de dois anos na grande Florianopolis/SC”, que estudou uma
coorte com 223 pacientes com diagndstico de TB pulmonar confirmado por cultura,
que realizaram diagndéstico nos municipios de Florianépolis € Sao José e iniciaram
tratamento com esquema basico para TB pulmonar, de maio de 2014 a maio de 2016.
O estudo incluiu pacientes que concordaram em participar do estudo mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Pacientes com histérico
prévio de tratamento anti-TB foram excluidos do estudo. Os isolados clinicos de M.
tuberculosis foram coletados antes de os pacientes iniciarem o tratamento anti-TB.

As amostras do estudo de Scheffer (2017) foram bem caracterizadas. Os
dados clinicos e demograficos dos pacientes foram coletados de prontuarios nas
unidades de saude e questionarios aplicados aos pacientes pela autora. Os dados
laboratoriais foram obtidos pelos métodos de baciloscopia e cultura. As baciloscopias
foram realizadas utilizando-se o método de Ziehl-Neelsen, de acordo com as
recomendacgdes do Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e
outras Micobactérias (BRASIL, 2008) e as culturas foram realizadas em meios de
cultura Ogawa-Kudoh (Laborclin — Brasil), incubadas a 37°C durante 28 dias para o
isolamento de M. tuberculosis. A partir de colbnias isoladas de M. tuberculosis, foi

realizada a extragdo de DNA utilizando o método de CTAB (brometo de
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cetiltrimetilaménio) descrito por van Soolingen e colaboradores (1994). O DNA
extraido foi utilizado na realizagao da genotipagem dos isolados de M. tuberculosis
pela técnica de Spoligotyping (Spacer oligonucleotide typing) (KAMERBEEK et al.,
1997). Os perfis encontrados foram comparados com o banco mundial de spoligotypes
The SITVIT WEB (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/query;
Institute Pasteur de la Guadeloupe, Franga), sendo que cada padrdo do perfil
corresponde a um SIT (KAMERBEEK et al., 1997; SOLA et al., 2001).

Os 151 isolados clinicos deste estudo foram selecionados de acordo com a

qualidade do DNA disponivel para realizar o sequenciamento de genoma completo.

4.3 Sequenciamento de genoma completo

O DNA gendmico das 151 estirpes clinicas de M. tuberculosis foi submetido
ao WGS. Para isso, aproximadamente, um micrograma de DNA foi fragmentado em
um sonicador Q800R2 (QSonica, Newtown, CT, EUA) utilizando os seguintes
parametros: sonicagado de 3 minutos com 15 segundos de pulso ligado, 15 segundos
de pulso desligado e 20% de amplitude. Com o auxilio de esferas Agencourt AMPure
XP (Beckman Coulter, Codigo A63882), o DNA fragmentado foi selecionado por
tamanho (600-700 pb). A Biblioteca de DNA foi preparada usando o Kit de Preparacéao
de Biblioteca de DNA NEBNext® Ultra ™ || para lllumina® (New England BiolLabs,
Cddigo E7645L). Os adaptadores e os oligos de 8bp baseados em Kozarewa e Turner
(2011) foram adquiridos da IDT® (Integrated DNA Technologies, San Diego, CA) e
usados no lugar daqueles fornecidos no kit de preparacdo NEB em uma abordagem
de indexagao dupla. O sequenciamento de extremidade pareada (2 x 150 pb) foi
realizado em um sequenciador NextSeq da lllumina usando um kit de 300 ciclos v2 ou
alto rendimento (lllumina, cédigo FC-404-2003 ou cddigo FC-404-2004) usando o
procedimento padrao do lllumina®.

4.4 Analise Bioinformatica
A ferramenta FastQ (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/

fastqc /) foi utilizada para realizar uma analise inicial de qualidade das reads. Essa

analise foi repetida apds as reads serem cortadas para remover as sequéncias dos
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adaptadores e leituras de baixa qualidade usando trimmomatic (v0.33) (parametros:
LEADING: 3 TRAILING: 3 SLIDINGWINDOW: 4: 20 MINLEN: 36) (BOLGER; LOHSE;
USADEL, 2014). Em seguida, as reads foram mapeadas com o genoma de referéncia
M. tuberculosis H37Rv (numero de acesso do GenBank: NC_ 000962.3) usando BWA-
MEM (v0.7.16). Samtools (v1.9) (LI et al., 2009) foi usado para converter o formato
SAM para BAM e ordenar as sequéncias mapeadas. A qualidade do arquivo BAM
resultante foi verificada usando Qualimap (GARCIA-ALCALDE et al., 2012) e
Sambamba (v0.6.8) foi usado para marcar as reads duplicadas (TARASOV et al.,
2015). Variantes (SNPs e indels) foram identificadas usando Samtool. As variantes
foram filtradas com base nos seguintes critérios: qualidade do mapeamento =50,
qualidade do alinhamento da base =223 e < 2000 reads cobrindo cada local. Depois,
filtrou-se o VCF bruto com os seguintes parametros: profundidade minima de leitura
de 10 para chamar uma variante e profundidade maxima de leitura de 2000. A
anotacao funcional variante dos arquivos VCF foi realizada com snpEff (v4.3)
(CINGOLANI et al., 2012). As variantes ndo-sinbnimas identificadas nos genes:
accA2, accA3, accD2, accD3, accD4, accD5, accD6, acpM, adhD, adhE1, amiD, bacA,
cmaA1, cmaA2, desA1, desA2, desA3, echA10, echA11, fabD, fabD2, fabG1, fabG2,
fabG4, fabH, fadD13, fadD32, fgd2, faz, fbpA, fbpB, fbpC, fbpD, fcoT, fgd2, hadA,
hadB, hadC, inhA, irtA, irtB, kasA, kasB, lipR, mmaA1, mmaA2, mmaA3, mmaA4,
mmpL11, mymA, mymT, otsB1, otsB2, pcaA, pks13, rip, Rv0161, Rv0194, Rv0519c,
Rv0774c, Rv1272c, Rv1273c, Rv1686¢c, Rv1687c, Rv1747, Rv2509, Rv3057c,
Rv3087, Rv3400, Rv3720, Rv3802c, sadH, tgs4, ufaA1, umaA e virS (TAKAYAMA,;
WANG; BESRA et al.,, 2005; LEW et al., 2011; PORTEVIN et al., 2014) foram
tabuladas para inferir analises estatisticas.

A anadlise filogenética foi realizada utilizando a pipeline Snippy v4.3.6
(https://github.com/tseemann/snippy) para o chamamento de variantes e alinhamento
dos SNPs. Uma arvore filogenética de verossimilhanga foi gerada utilizando a
ferramenta PhyML, aplicando o modelo de substituicdo nucleotidica General Time
Reversible (GTR) e o suporte de ramificagdo avaliado pelo Teste de Razado de
Verossimilhanga Aproximado (aLRT), conforme implementado em Seaview (GOUY;
GUINDON; GASCUEL, 2010). A arvore resultante foi enraizada utilizando o ancestral
comum M.canetti (numero de acesso Genbank: NC_019950.1). Por fim, a ferramenta

online ltol foi utilizada para a visualizagao e anotagao da arvore (https://itol.embl.de).



47

4.5 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa IBM SPSS Statistics
v26. Foram aplicados os testes estatisticos Qui-quadrado e Exato de Fisher para a
verificagcdo de uma possivel associagao entre a presenga de variantes em genes
relacionados ao metabolismo de AM, desfechos (cura, falha de tratamento e morte),
abandono de tratamento, resultados de baciloscopia e classificagdo baseada em
spoligotyping entre as estirpes de M. tuberculosis avaliadas. Considerou-se

significante um valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Amostragem

No presente estudo, foram avaliados 151 isolados clinicos de pacientes
diagnosticados com TB pulmonar em municipios da Grande Florianopolis, tratados

com esquema basico, no periodo de maio de 2014 a maio de 2016.

5.2 Descrigao da populagao estudada

Dos 151 pacientes incluidos neste estudo, 96 (63,6%) eram do sexo
masculino. A média de idade encontrada foi de 37,13 + 13,98 anos e variou de 15 a
83 anos, sendo que 49,0% (74/151) tinham idade de 26 a 45 anos. Com relagéo a
fatores de risco e comorbidade, 27 (17,9%) individuos apresentavam coinfec¢ao TB-
HIV. Outros agravos associados a TB foram encontrados, 13 (8,6%) individuos tinham
diabetes mellitus, 47 (31,1%) apresentavam histérico de abuso de alcool, 85 (56,3%)
eram usuarios de tabaco e 47 (31,1%) usuarios de drogas ilicitas.

A baciloscopia no diagndstico apresentou-se positiva em 92,0% (139/151) dos
casos e negativa em 8,0% (12/151). Com relag&o aos resultados da baciloscopia de
acompanhamento, foi possivel observar que, dos 151 individuos avaliados, 58,9%
(89/151) realizaram baciloscopia no segundo més e, desses, 38,2% (34/89)
apresentaram resultados de baciloscopia positivos, e 47,7% (72/151) realizaram
baciloscopia no quarto més, dos quais, foram positivas 19,4% (14/72) das amostras.

Com relagao ao desfecho, 70,9% (107/151) foram encerrados por cura, 21,9%
(33/151) abandonaram o tratamento, 4,0% (6/151) dos casos foram encerrados como
Obito e 2,6% (4/151) dos casos apresentaram cultura positiva apds quatro meses de

tratamento.
5.3 Analise molecular por Spoligotyping
A andlise dos 151 isolados pelo método de Spoligotyping permitiu a

identificacdo de 53 spoligotypes diferentes: 136 isolados foram classificados como

pertencentes a 38 SITs, 15 isolados pertencem a 13 diferentes perfis novos (orphan)
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e quatro isolados apresentaram trés perfis desconhecidos. Entre os 53 spoligotypes,
foram identificadas 5 linhagens e 19 sub linhagens (H1, H2, H3, LAM, LAM1, LAM11-
ZWE, LAM2, LAM3, LAM4, LAM5, LAM6, LAM9, S, T, T1, T4-CEU1, T5, X1, X2). Na
Tabela 1, constam os resultados de spoligotyping, incluindo a relacdo dos
spoligotypes, SIT, sublinhagem e frequéncia.

Dentre os isolados estudados, a linhagem LAM foi a mais frequente,
representando 60,3% (91/151), seguida da familia T com 16,6% (25/151), da Haarlem
(H) com 7,9% (12/151), da X com 3,3% (5/151) e da S com 1,3% (2/151) (Figura 6).

Com relagéo as 19 sublinhagens, a mais frequente foi a LAM9 representando
13,9% (21/151) do isolados, seguida da LAMS com 13,2% (20/151), da LAM2 com
9,3% (14/151), da T1 com 8,6% (13/151), da LAM1 com 7,9% (12/151), da LAM6 com
7,3% (11/151), daH3 e T com 6,6% (10/95) cada, da LAM com 3,3% (5/151), da LAM4
com 2,6% (4/151), da X2 com 2,0% (3/151). As sublinhagens LAM11-ZWE, LAM3, S
e X1 representaram 1,3% (2/151) dos isolados, cada; e as sublinhagens H1, H2, T4-
CEU1 e T5 representaram 0,7% (1/151) dos isolados, cada.

Figura 6. Resultados de Spoligotyping agrupados em familia.
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Legenda: LAM: Latin-American-Mediterranean; H: Haarlem; Orp: Orphan; Unk: Unknown.
Fonte: a autora.
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5.4 Analise do sequenciamento completo do genoma

Por meio da analise do WGS foram avaliadas mutagbes em 76 genes
relacionados com o metabolismo de AM. A analise realizada nas 151 estirpes incluidas
no estudo encontrou 163 variagdes, 134 génicas (Tabela 2) e 29 intergénicas (Tabela
3), sendo que em 15 genes (adhD, desA1, fabG2, fcoT, hadA, hadB, hadC, irB,
mmaA2, mymA, Rv1273c, Rv1686c, Rv3400, sadH, ufaA1) ndo foram encontradas
nenhuma mutacéo.

Tabela 2. Variacao génica encontrada nos 151 isolados com relagédo a genes relacionados
ao metabolismo de AM.

locus Nome do gene Variagao Mudancga de aa n.
332C>T Ala111Val 4

Rv0161 - 1160C>T Ala387Val 2
792dupC Val265fs 3

Rv0162c adhE1 761T>G lle254Ser 1

221T>C Met74Thr 147

1291G>C Gly431Arg 15

1046T>C Val349Ala 2

1753T>C Cys585Arg 1

RV0194 ] 2049G>A Trp683* 1
2142C>A Asp714Glu 1

2546C>T Ala849Val 1

256C>T His86Tyr 1

442delG Val148fs 1

830C>T Ala277Val 1

1345C>G Arg449Gly 3

Rv0202c mmpL11 2234G>A Arg745GIn 3
2575A>G lle859Val 1

152G>A Gly51Asp 2

Rv0242c fabG4 287C>T Pro96Leu 2
295C>A Leu99lle 1

140C>T Ala47Val 6

RV0469 umaA 485G>A Arg162GIn 1
487_489dupATG| Met163dup 1

788A>G His263Arg 1

Rv0503c cmaA2 13G>A Gly5Ser 1
Rv0519c - 812A>T GIn271Leu 3
Rv0533c fabH 46A>C GIn182His 2

Legenda: * = Stop; fs = Frameshift
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Tabela 2 (cont.). Variagcdo génica encontrada nos 151 isolados com relacdo a genes

relacionados ao metabolismo de AM.

locus Nome do gene Variagédo Mudanca de aa n.
494A>G Asn165Ser 97
Rv0642¢c mmaA4 253G>A Gly85Ser 1
652G>C Glu218GiIn 1
Rv0643c mmaA3 368G>A Arg123Gin 1
Rv0649 fabD2 649C>T GIn217* 1
178G>A Asp60Asn 3
Rv0774c - 58A>G Thr20Ala 2
85delC Pro64fs 2
Rv0904c accD3 545G>T Gly182Val 1
Rv0973c accA2 869T>G Val290Gly 1
153C>G Asn51Lys 143
67A>G Lys23Glu 46
Rv0974c accD2 284G>A Cys95Tyr 2
856C>T Pro286Ser 2
949T>G Ser317Ala 1
Rv1141c echA11 sA>G Asp3Gly 1
655delA Asn220fs 10
Rv1142¢c echA10 230A>G AspTIGly 3
745G>A Asp249Asn 1
Rv1272c - 1801A>G lle601Val 6
Rv1348 irtA 1861C>G Pro621Ala 2
Rv1484 inhA 247G>A Gly83Arg 2
Rv1687c - 163G>A Gly55Ser 1
Rv1747 - 457A>G Thr153Ala 5
Rv1819c bacA 1522C>T Arg508Cys 1
97G>A Pro33Asn 1
1849G>A Pro617asn 27
3826T>C Phe1276Leu 1
RV2006 ofsB1 1156G>A Ala386Thr 4
1345G>A Asp449Asn 1
1880T>C Val627Ala 1
2108T>C Val703Ala 1
3826T>C Phe1276Leu 1

Legenda: * = Stop; fs = Frameshift
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Tabela 2 (cont.). Variagdo génica encontrada nos 151 isolados com relacdo a genes
relacionados ao metabolismo de AM.

locus Nome do gene Variagédo Mudanca de aa n.
Rv2244 acpM 224C>T Ala75Val 1
Rv2245 kasA 805G>A Gly269Ser 46
Rv2246 kasB 959G>T Gly320Val 1

100C>A Leu34Met 1
Rv2247 accD6
395T>A Val132Asp 2
Rv2509 - 628T>G Phe210Val 1
2453A>C Asp818Ala 1
3134C>G Ala1045Gly 2
4162A>G lle1388Val 2
758G>T Arg253Leu 2
Rv2524c fas
7784C>A Thr2595Asn 5
8095G>T Ala2699Ser 6
1543G>A Gly515Ser 1
3434A>G Asn1145Ser 2
319G>T Asp107Tyr 1
Rv3057¢c - 335A>C Asp112Ala 104
824T>C Val275Ala 14
Rv3082¢c virS 539A>G Tyr180Cys 1
128C>T Pro43Leu 1
Rv3084 lipR
467C>T Ala156Val 13
1088T>C Leu363Pro 1
191C>T Thré4lle 2
337C>G Arg113Gly 3
Rv3087 ) 457G>A Ala153Thr 1
193C>T Pro65Ser 1
622_632delATC lle208fs 1
GAACGGGA
624_634delCGA Gly209fs 1
ACGGGAGT
345G>C Glu115Asp 1
364A>G lle122Val 1
Rv3088 tgs4
647C>A Ala216Glu 41
821T>C Met274Thr 1

Legenda: * = Stop; fs = Frameshift
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Tabela 2 (cont.). Variagcdo génica encontrada nos 151 isolados com relacdo a genes
relacionados ao metabolismo de AM.

locus Nome do gene Variagédo Mudanca de aa n.
206delG Cys69fs 1
55C>T GIn19* 1
Rv3089 fadD13
560C>G Thr187Ser 1
899G>A Gly300Asp 1
Rv3229c desA3 925C>T His309Tyr 1
616A>G lle206Val 6
Rv3280 accD5
826G>A Asp276Asn 1
Rv3285 accA3 104G>A Gly35Asp 3
103G>A Glu35Leu 2
640C>G Pro214Ala 2
Rv3372 otsB2
328A>C Ser110Arg 10
635C>G Thr212Ser 1
220G>T Ala74Ser 4
249dupT Val84fs 1
Rv3375 amiD 279G>C Lys93Asn 1
1168G>A Ala390Thr 2
1207C>A Leu403lle 1
340C>T Arg114Cys 2
Rv3392c cmaA1 364delG Gly122fs 1
518A>G His173Arg 2
197C>T Ala66Val 1
Rv3720 -
209A>G His70Arg 104
134C>T Ser45Leu 2
901C>A Leu301Met 1
1925C>T Alab42Val 1
2173A>G Lys725Glu 4
2641C>A Pro881Thr 2
Rv3800c pks13
2738T>C Met913Thr 1
4324A>G Lys1442Glu 1
4352A>C GIn1451Pro 1
4448T>C Val1483Ala 2
5063C>G Ser1688Cys 1
Rv3801c fadD32 882A>T Glu294Asp 3

Legenda: * = Stop; fs = Frameshift
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Tabela 2 (cont.). Variagdo génica encontrada nos 151 isolados com relacdo a genes
relacionados ao metabolismo de AM.

locus Nome do gene Variagcao Mudancga de aa n.
148G>T Val50Phe 105
460G>A Val154Met 1
Rv3802c
776G>T Arg259Leu 1
997C>T Pro333Ser 1
Rv3803c 365C>T Ala122Val 4
Rv3804c 230C>G Pro77Arg 2

Legend: * = Stop; fs = Frameshift

Tabela 3. Mutagdes intergénicas dos 151 isolados de M. tuberculosis com relagdo a genes
relacionados ao metabolismo de AM.

locus Nome do gene Regido intergénica Variagao n.
Rv0129c fbpC Rv0129¢c-Rv0130 157663G>A 1
Rv0193c-Rv0194 226683C>T 3
Rv0194 i Rv0194-Rv0195 230619G>A 5
Rv0242¢ fabG4 Rv0241c-Rv0242¢c 290660T>G 1
Rv0469 umaA Rv0468-Rv0469 559857C>T 1
Rv0470c pcaA Rv0470c-Rv0470A 561852C>T 7
Rv0519c - Rv0519¢c-Rv0520 612097C>T 2
Rv0645¢c mmaA1 Rv0644c- Rv0645¢c 739193C>T 3
Rv1094 desA2 Rv1093-Rv1094 1221912C>A 1
Rv1141c echA11 Rv1141c-Rv1142¢c 1269123T>G 1
Rv1348 irtA Rvnt19-Rv1348 1512865A>G 1
Rv1483 fabG1 Rv1482¢c-RV1483 1673432T>C 1
Ry1747 - Rv1747-Rv1748 1976371G>A 2
Rv1747-Rv1748 1976476C>T 3
Rv1819c¢-Rv1820 2064741C>T 1

Rv1819c bacA Rv1818c-Rv1819¢ 2062805C>G 30

Rv1886¢ fbpB Rv1886¢-Rv1887 2135870T>C 142
Rv2006 otsB1 Rv2005c-otsB1 2251999A>G 147
Rv2243 fabD Rv2242-Rv2243 2516567G>C 36

A analise filogenética realizada para os 151 isolados incluidos no estudo foi

anotada com as mutagdes (SNPs e indels) associadas aos genes relacionados ao

metabolismo dos AM encontradas e SlT/sublinhagem caracterizados por

Spoligotyping (Figura 7). A anadlise mostra os isolados divididos em dois grandes

grupos: o primeiro compreende os isolados das linhagens X, Haarlem, T (exceto os

pertencentes aos SITs 53/T1 e 823/T1) e alguns isolados Orphan/New e Unknow; o

segundo, isolados pertencentes a linhagem LAM, os SITs 53/T1 e 823/T1 e isolados
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classificados como Orphan/New. Nesses dois grandes grupos, algumas estirpes
apresentaram maior similaridade entre si. No primeiro grupo, foram observados
subgrupos que apresentam alta similaridade: um subgrupo incluindo dez isolados
pertencentes ao SIT 73/T; outro que englobava trés isolados SIT 65/T1 e um isolado
SIT 241/T1; e um terceiro, com trés isolados do SIT 50/H3. No segundo grande grupo,
também foram observados subgrupos que apresentavam grande similaridade: um
subgrupo incluiu os 20 isolados pertencentes ao SIT 216/LAMS; outro, cinco isolados
do SIT 3099/LAM9; um terceiro, incluindo quatro isolados do SIT 17/LAM2; formou-se
um quarto subgrupo com dois isolados do SIT 729/LAM1 e um isolado do
SIT2512/LAM; também, um subgrupo com trés isolados SIT 64/LAM6 e outro, com
quatro isolados pertencentes a esse mesmo SIT; e um com trés isolados SIT 823/T1.
Todos os subgrupos de similaridade citados apresentaram uma ou nenhuma mutagao
de diferenca entre as estirpes que os compunham.

As mutagcbes encontradas com maior frequéncia foram Rv2005c-otsB1
2251999A>G (147/151), Rv0194 Met74Thr (147/151), accD2 Asn51Lys (143/151) e
fbpB-Rv1887 2135870T>C (142/151). A mutacdo intergénica Rv2005c-otsB1
2251999A>G nao apresentou relagcdo com os SITs 1694/LAM2 (0/147; p = 0,026) e
2752/Unk (0/147; p = 0,026). A mutacdo accD2 Asn51Lys (143/151) nado possui
relagcdo com o SIT 53/T1 (0/143; p<0,001). Ja as outras mutagcdes — Rv0194 Met74Thr
(147/151) e fbpB-Rv1887 n.2135870T>C (142/151) — ndo apresentaram relagao
estatistica com nenhum fator avaliado.

Trés mutagdes encontradas com grande frequéncia entre os isolados
avaliados, Rv3057c Asp112Ala (104/151), Rv3720 His70Arg (104/151) e Rv3802c
Val50Phe (105/151), estavam relacionadas com SITs pertencentes a linhagem LAM —
20/LAM1, 17/LAM2, 216/LAM5 e 64/LAM6 —, mas nao com os SITs 50/H3, 73/T,
53/T1, 65/T1 e 137/X2. As trés mutacdes ocorreram de forma concomitante em 104
estirpes.
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Figura 7. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca para os 151 isolados de
M.tuberculosis incluidos no estudo.
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Esta arvore foi construida com base em 17.027 SNPs principais e € mostrada anotada com:
SIT/sub-linhagem (a direita) e mutagbes em genes relacionados ao metabolismo de acidos
micolicos (na parte superior). Os circulos pintados na cor azul indicam as mutag¢des que
ocorreram em cada isolado. Legenda: LAM: Latin-American-Mediterranean; H: Haarlem.
Fonte: a autora.
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O SIT 20/LAM1, que representou 5,9% (9/151) das estirpes estudadas,
apresentou relagdo com mutagcées dos genes cmaA1 His173Arg (p=0,003), fbpA
Pro77Arg (p=0,003), Rv0519c GIn271Leu (p<0,001), Rv3057c Asp112Ala (p=0,024),
Rv3087 Arg113Gly (p<0,001), Rv3720 His70Arg (p=0,031) e Rv3802c Val50Phe
(p=0,034) (Tabela 4). Onde todas as estirpes pertencentes a este SIT apresentaram
mutagdes nos genes Rv3057c¢ Asp112Ala, Rv3720 His70Arg e Rv3802c Val50Phe,
trés destas, as mutagbes Rv05719c GIn271Leu e Rv3087 Arg113Gly, e outras duas,
mutagdes nos genes cmaA1 His173Arg e fbpA Pro77Arg.

Tabela 4. Associacao entre o SIT 20/LAM1 e mutagdes encontradas em genes
relacionados ao metabolismo de AM.

SIT 20/LAMA1
Gene/Mutacgao Sim Nio
(n=9) (n=142) p valor
_ Sim 2 (22,2%) 0 (0%)
cmaA1 His173Arg — 0,003
Nao 7 (77,8%) 142 (100%)
Sim 2 (22,2%) 0 (0%)
fopA Pro77Arg — 0,003
Nao 7 (77,8%) 142 (100%)
Sim 3 (33,3%) 0 (0%)
Rv0519c¢ GIn271Leu — < 0,001
Nao 6 (66,7%) 142 (100%)
Sim 9 (100%) 92 (64,8%)
Rv3057c Asp112Ala — 0,024
Nao 0 (0%) 50 (35,2%)
Sim 3 (33,3%) 0 (0%)
Rv3087 Arg113Gly — < 0,001
Nao 6 (66,7%) 142 (100%)
_ Sim 9 (100%) 95 (66,9%)
Rv3720 His70Arg — 0,031
Nao 0 (0%) 47 (33,1%)
Sim 9 (100%) 96 (67,6%)
Rv3802c Val50Phe — 0,034
Nao 0 (0%) 46 (32,4%)

O SIT encontrado com maior frequéncia foi o SIT 216/LAMS (13,2%; 20/151).
Todas as 20 estirpes apresentaram o mesmo padrao de mutagéo nos genes avaliados
— 12 mutagdes distintas em 10 genes diferentes — estando associadas a mutacoes
que ocorreram nos genes accD2 Lys23Glu (p<0,001), kasA Gly269Ser (p<0,001),
mmaA4 Asn165Ser (p<0,001), otsB1 Asp617Asn (p<0,001), Rv3057c Asp112Ala
(p<0,001), Rv3720 His70Arg (p<0,001), Rv3802c Val50Phe (p<0,001) e tgs4
Ala216Glu (p<0,001) (Tabela 5). Este SIT n&o apresentou relagcdo com mutacdes
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encontradas nas regides intergénicas PE_PGRS33-bacA 2062805C>G (p=0,006) e
Rv2242-fabD 2516567G>C (p=0,003) (Tabela 5).

Tabela 5. Associacao entre o SIT 216/LAM5 e mutagbes encontradas em genes
relacionados ao metabolismo de AM.

SIT 216/LAM5
Gene/Mutacao Sim Nio .
(n=20) (n=131) p valor
Sim 20 (100%) 27 (20,6%)
accD2 Lys23Glu — < 0,001
Nao 0 (0%) 104 (79,4%)
Sim 20 (100%) 27 (20,6%)
kasA Gly269Ser — < 0,001
Nao 0 (0%) 104 (79,4%)
Sim 20 (100%) 77 (58,8%)
mmaA4 Asn165Ser — < 0,001
Nao 0 (0%) 54 (41,2%)
Sim 20 (100%) 7 (5,3%)
otsB1 Asp617Asn — < 0,001
Nao 0 (0%) 124 (94,7%)
Sim 20 (100%) 81 (61,8%)
Rv3057c Asp112Ala — < 0,001
Nao 0 (0%) 50 (38,2%)
_ Sim 20 (100%) 84 (64,1%)
Rv3720 His70Arg - < 0,001
Nao 0 (0%) 47 (35,9%)
Sim 20 (100%) 85 (64,9%)
Rv3802c Val50Phe — < 0,001
Nao 0 (0%) 46 (35,1%)
Sim 19 (95,0% 21 (16,0%
tgs4 Ala216Glu - (95.0%) (6.0%) _ 4 gof
Nao 1 (5,0%) 110 (84,0%)
PE_PGRS33-bacA Sim 0 (0%) 32 (24,4%) 0.006
2062805C>G Nao 20 (100%) 99 (75,6%) '
Rv2242-fabD Sim 0 (0%) 37 (28,2%) 0.003
2516567G>C Nao 20 (100%) 94 (71,8%) ’

O SIT 64/LAMG representou 7,3% (11/151) dos isolados, estando relacionado

com variagées nos genes accD2 Lys23Glu (p<0,001), fgd2 Ala122Val (p=0,005),
Rv0774c Pro64fs (p=0,005), fgd2 Gly323Ser, kasA Gly269Ser (p<0,001), mmaA4
Asn165Ser (p=0,006), pks13 Lys725Glu (p<0,001), Rv0774c Pro64fs (p=0,005),
Rv3057c¢ Asp112Ala (p=0,010), Rv3720 His70Arg (p=0,014), Rv3802c Val50Phe
(p=0,016) e tgs4 Ala216Glu (p<0,001) (Tabela 6). Em dois dos 11 isolados foram
observadas mutagdes nos genes fgd2 Ala122Val e Rv0774c Pro64fs, as quais néo

foram observadas em nenhum outro isolado estudado; e outros quatro, nos genes
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fgd2 Gly323Ser e pks13 Lys725Glu, que foram observados exclusivamente nesses

isolados.

Tabela 6. Associacdo entre o SIT 64/LAM6 e mutagdes encontradas em genes

relacionados ao metabolismo de AM.

SIT 64/LAM6
Gene/Mutacao Sim N3io
(n=11) (n=140) p valor
Sim 10 (90,9%) 37 (26,4%)
accD2 Lys23Glu — < 0,001
N&o 1(9,1%) 103 (73,6%)
Sim 2 (18,2%) 0 (0%)
fgd2 Ala122Val - 0,005
N&o 9 (81,8%) 140 (100%)
Sim 4 (36,4%) 0 (0%)
fgd2 Gly323Ser — < 0,001
N&o 7 (63,6%) 140 (100%)
Si 10 (90,9% 37 (26,4%
kasA Gly269Ser all (90,9%) (264%) 4 001
N&o 1(9,1%) 103 (73,6%)
Sim 11 (100%) 86 (61,4%)
mmaA4 Asn165Ser — 0,006
N&o 0 (0%) 54 (36,6%)
Sim 4 (36,4%) 0 (0%)
pks13 Lys725Glu - < 0,001
N&o 7 (63,6%) 140 (100%)
Sim 2 (18,2%) 0 (0%)
Rv0774c Pro64fs — 0,005
N&o 9 (81,8%) 140 (100%)
Si 11 (100% 101 (72,1%
Rv3057¢ Asp112Ala all (100%) 721%) 4 010
N&o 0 (0%) 39 (27,9%)
Si 11 (100% 104 (74,3%
Rv3720 His70Arg all (100%) (74.3%) 5014
N&o 0 (0%) 36 (25,7%)
Si 11 (100% 105 (75,0%
Rv3802¢ VVal50Phe m (100%) (75.0%) 016
N&o 0 (0%) 35 (25,0%)
Sim 8 (72.7%) 32 (22,9%)
tgs4 Ala216Glu — 0,001
N&o 3 (27.3%) 108 (77,1%)

Os isolados pertencentes ao SIT 73/T representaram 6,6% (10/151) do total

de isolados estudados. Esses isolados apresentaram um padrao de 12 mutacdes

génicas e intergénicas, sendo que as mutagbes amiD-Rv3376 3790075G>A
(p<0,001), fbpA-aftB 4266941G>A (p<0,001), echA11 Asn220fs (p<0,001) e otsB2

Ser110Arg (p<0,001) (Tabela 7) ocorreram exclusivamente nesses 10 isolados.

Apresentaram, ainda, relagdo com as mutagdes PE PGRS33-bacA 2062805C>G
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(p<0,001) e Rv2242-fabD 2516567G>C (p<0,001) (Tabela 7), as quais ocorreram,
também, em isolados pertencentes as linhagens Haarlem, X, Unknwon e perfis

orfaos/novos, mas néo a linhagem LAM.

Tabela 7. Associagcdo entre o SIT 73/T e mutagdes encontradas em genes
relacionados ao metabolismo de AM.

SIT 73/T
Gene/Mutacgao Sim Nio ;
(n=10) (n=141) p vator
amiD-Rv3376 Sim 10 (100%) 0 (0%) < 0.001
3790075G>A Nao 0 (0%) 141 (100%) ’
Sim 10 (100% 0 (0%
fopA-aftB 4266941G>A —— (100%) (0%) < 0,001
NZo 0 (0%) 141 (100%)
Si 10 (100% 0 (0%
echA11 Asn220fs all (100%) (0%) < 0,001
N&o 0 (0%) 141 (100%)
Si 10 (100% 0 (0%
otsB2 Ser110Arg all (100%) (0%) < 0,001
N&o 0 (0%) 141 (100%)
PE_PGRS33-bacA sim 10 (%) 22(156%) 4 0o
2062805C>G Nzo 0 (%) 119 (84,4%) ’
Rv2242-fabD sim 10 (%) 26 (184%) 0o
2516567G>C Nzo 0 (%) 115 (81,6%) ’

O SIT 50/H3 (6,0%; 9/151) estava associado com as mutagdes /ipR Ala156Val
(p<0,001) — ocorreu exclusivamente em isolados Haarlem e unkwon — e Rv3057¢c
Val275Ala (p<0,001), e em regides intergénicas PE_PGRS33-bacA 2062805C>G
(p<0,001) e Rv2242-fabD 2516567G>C (p<0,001) (Tabela 8). Apenas um dos nove
isolados classificados com SIT 50/H3, ndo apresentou nenhuma dessas mutagoes.

Isolados do SIT 137/X2 (2,0%; 3/151) apresentaram associagdo com
mutag¢des nos genes adhE1 lle254Ser, fabH GIn182His (p<0,001), fas Ala2699Ser
(p<0,001), fas Gly515Ser (p=0,020), mmpL11 Arg449Gly (p<0,001), Rv3087
622_632delATCGAACGGGA 1le208fs (p=0,020), Rv3087 Pro65Ser (p=0,020),
Rv2242-fabD 2516567G>C (p=0,013), ndo estando relacionados com as mutacdes
mmaA4 Asn165Ser, Rv3057c Asp112Ala, Rv3720His70Arg, Rv3802c Val50Phe
(Tabela 9). A mutacao fabH GIn182His foi encontrada exclusivamente no SIT 137/X2
e a mutacao fas Ala2699Ser apresentou relacdo, também, com isolados SIT 119/X1

(p=0,001), sendo encontrada quase que exclusivamente na linhagem X.
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Tabela 8. Associagdo entre o SIT 50/H3 e mutagdes encontradas em genes
relacionados ao metabolismo de AM.

SIT 50/H
Gene/Mutacgao Sim Nio
(n=9) (n=142) p valor
, Sim 7 (77,8%) 6 (4,2%)
lipR Ala156Val - < 0,001
Nzo 2 (22,2%) 136 (95,8%)
Sim 8 (88,9%) 6 (4,2%)
Rv3057¢ Val275Ala - < 0,001
N&o 1(11,1%) 136 (95,8%)

PE PGRS33-bacA Sim 8 (88,9%) 24 (15,6%) <0.001
2062805C>G N&o 1(11,1%) 118 (84,4%) ’
Rv2242-fabD Sim 8 (88,9%) 28 (18,4%) < 0.001
2516567G>C Nao 1(11,1%) 114 (81,6%) ’

A analise estatistica demonstrou, ainda, associag¢ao entre o desfecho cujos
individuos apresentaram cultura positiva apos quatro meses e continuavam em
tratamento apds 12 meses e variagcdes em diferentes genes e regides intergénicas:
echA11 Asn220fs, lipR Pro43Leu, otsB2 Ser110Arg, rip Arg351Trp, Rv0194
Asp714Glu, Rv1687c Gly55Ser, PE_PGRS33-bacA 2062805C>G, glyA1-desA2
1221912C>A, Rv2242-fabD 2516567G>C e fbpA-aftB 4266941G>A. Mostrou,
também, que este desfecho nao esta relacionado as mutagbes mmaA4 Asn165Ser,
otsB1 Ala386Thr, Rv3057c Asp112Ala, Rv3720 His70Arg e Rv3802c Val50Phe. Os

valores de p sdo mostrados na Tabela 10.
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Tabela 9. Associagdo entre o SIT 137/X2 e mutagbes encontradas em genes

relacionados ao metabolismo de AM.

SIT 137/X2
Gene/Mutacao Sim N3zo ;
(n=3) (n=148) p valor
Sim 1(33,3%) 0 (0%)
adhE1 lle254Ser — 0,020
N&o 2 (66,7%) 148 (100%)
Si 3 (100% 0 (0%
fabH GIn182His m (100%) (0%) < 0,001
N&o 0 (0%) 148 (100%)
Si 3 (100% 0 (0%
fas Ala2699Ser m (100%) (0%) < 0,001
N&o 0 (0%) 148 (100%)
Si 3 (100% 3 (2,0%
fas Gly515Ser |~m ( °) (2.0%) 0,020
N&o 0 (0%) 145 (98,0%)
Sim 3 (100%) 0 (0%)
mmpL11 Arg449Gly — < 0,001
Nao 0 (0%) 148 (100%)
Rv3087 Sim 1(33,3%) 0 (0%)
622_632delATCGAACGG - - - 0,020
GA 11620815 Nao 2 (66,7%) 148 (100%)
Si 1(33,3% 0 (0%
Rv3087 Pro65Ser all (33,3%) (0%) 0,020
N&o 2 (66,7%) 148 (100%)
Rv2242-fabD Sim 3 (100%) 33(223%) 04
2516567G>C N&o 0 (0%) 115 (77,7%) ’
Sim 0 (0%) 97 (65,5%)
mmaA4 Asn165Ser — 0,044
N&o 3 (100%) 51 (34,5%)
Sim 0 (0%) 101 (68,2%)
Rv3057¢c Asp112Ala — 0,035
N&o 3 (100%) 47 (31,8%)
Si 0 (0% 104 (70,3%
Rv3720His70Arg all (0%) (70.3%) 4 029
Nao 3 (100%) 44 (29,7%)
Si 0 (0% 105 (70,9%
Rv3802¢ Val50Phe all (0%) (70.9%) 4 027
N&o 3 (100%) 43 (29,1%)
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Tabela 10. Associacao entre desfecho desfavoravel e mutagcbes encontradas em
genes relacionados ao metabolismo de AM.

Desfecho
Gene/Mutacao Sim N3io ;
(n=4) (n=147) p valor
PE_PGRS33-bacA Sim 3 (%) 28 (%) 0.027
2062805C>G Nao 1 (%) 119 (%) ’
Sim 1 (%) 0 (%)
glyA1-desA2 1221912C>A — 0,026
Nao 3 (%) 147 (%)
Sim 2 (%) 8 (%)
= 0,022
echA11 Asn220fs N&o 2 (%) 139 (%)
Rv2242-fabD Sim 3 (%) 33 (%) 0.042
2516567G>C Nzo 1 (%) 114 (%) ’
Sim 2 (%) 8 (%)
fbpA-aftB 4266941G>A — 0,022
Nao 2 (%) 139 (%)
Sim 1 (%) 147 (%)
= 0,026
lipR Pro43Leu Nao 3 (%) 0 (%)
Sim 0 (%) 97 (%)
mmaA4 Asn165Ser — 0,015
Nao 4 (%) 50(%)
Sim 2 (%) 5 (%)
otsB1 Ala386Thr — 0,011
Nao 2 (%) 142 (%)
Sim 2 (%) 8 (%)
otsB2 Ser110Arg — 0,022
Nao 2 (%) 139 (%)
) Sim 1 (%) 0 (%)
rip Arg351Trp — 0,026
Nao 3 (%) 147 (%)
Sim 1 (%) 0 (%)
Rv0194 Asp714Glu — 0,026
Nao 3 (%) 147 (%)
Sim 1 (%) 0 (%)
Rv1687c Gly55Ser — 0,026
Nao 3 (%) 147 (%)
Sim 0 (%) 101 (%)
Rv3057c Asp112Ala - 0,011
Nao 4 (%) 46 (%)
_ Sim 0 (%) 104 (%)
Rv3720 His70Arg — 0,009
Nao 4 (%) 43 (%)
Sim 0 (%) 105 (%)
Rv3802c Val50Phe — 0,008
Nao 4 (%) 42 (%)
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6 DISCUSSAO

Com a utilizagdo de uma abordagem gendmica, o presente estudo avaliou o
perfil de mutagées em genes envolvidos no metabolismo de AM em isolados de M.
tuberculosis circulantes em Floriandpolis e Sdo José. Juntas, as cidades apresentam
uma populagdo de aproximadamente 700.000 habitantes (IBGE, 2019). Devido a
importancia do conhecimento do perfil molecular de estirpes de M. tuberculosis
circulantes nessa regido, este estudo vem complementar estudos de caracterizagao
genotipica classica (SCHEFFER, 2017) e, mais recentemente, o estudo de
epidemiologia genémica sobre de M. tuberculosis na Grande Floriandpolis (VERZA et
al., 2020). Este é o primeiro estudo que avalia mutagées em genes relacionados ao
metabolismo de AM.

Embora M. tuberculosis exiba niveis extremamente baixos de diversidade
genética (ACHTMAN, 2008), podemos observar que mesmo genes que sao
considerados essenciais para sua fisiologia podem estar sob selecao diversificada. O
que pode acontecer com genes envolvidos no metabolismo de AM, uma vez que seu
metabolismo é alvo de medicamentos utilizados no tratamento da TB (PEPPERELL et
al., 2013; PORTEVIN et al., 2014). A utilizacdo de abordagens baseadas em WGS
possibilita a analise simultanea de genomas completos de varias estirpes, fornecendo
uma quantidade de informacdes consideravelmente maior e mais precisas em
comparagao com os métodos tradicionais de genotipagem. O que permite capturar
uma microevolugao que, potencialmente, pode estar ocorrendo em outras regides
genbmicas, que ndo as, altamente variaveis, utilizadas nas metodologias tradicionais
(NIEMANN; SUPPLY, 2014; NIKOLAYEVSKYY et al., 2019).

Portevin e colaboradores (2014), buscando conhecer como o metabolismo de
AM pode diferir entre as linhagens de M. tuberculosis, analisaram as sequéncias
genbmicas em 35 isolados clinicos do complexo M. tuberculosis englobando quatro
linhagens filogenéticas principais (Linhagem 1, 2, 4 e 6) que, posteriormente, foram
avaliadas junto a resultados de quantificacdo relativa de subtipos de AM. Nesse
estudo foram encontradas variacdes significativas nos padrées de AM entre as
linhagens, mostrando que os padrdes de linhagens “antigas” contrastavam com os de
linhagens “modernas”, e foram identificados polimorfismos de nucleotideo unico

relevantes que puderam sustentar os padrées de AM especificos para as linhagens.
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Em nosso estudo, os 151 isolados avaliados foram classificados como Euro-American
da Linhagem 4. Dentre as linhagens principais, a Linhagem 4 é a que ocorre com
frequéncia significativa em todos os continentes (DEMAY et al., 2012). Essa linhagem
apresenta viruléncia aprimorada em macrofagos e modelos animais de infeccéo,
observando-se grande variagdo entre as diferentes sublinhagens da Linhagem 4
(COSCOLLA; GAGNEUX, 2014, 2010). Estudos sugerem que a Linhagem 4
apresenta diversidade genética e fenotipica, o que pode determinar a epidemiologia
de seus diferentes subtipos (COSCOLLA; GAGNEUX, 2014; STUCKI et al., 2016).
LAM, T e Haarlem foram as familias identificadas com maior frequéncia neste estudo,
as quais também foram encontradas em outros estudos em Santa Catarina
(NOGUEIRA et al., 2016; PRIM et al., 2015).

Oito mutacdes encontradas em isolados da Linhagem 4 por Portevin e
colaboradores (2014), também estavam presentes nos isolados clinicos avaliados no
presente estudo. Seis mutagdes - accD2 Lys23Glu (46/151), fas Thr2595Asn (5/151),
kasA Gly269Ser (46/151), mmaA4 Asn165Ser (97/151), Rv3057c Asp112Ala
(101/151) e Rv3802c Val50Phe (105/151) — foram encontradas com maior frequéncia
em isolados da sublinhagem LAM. Essas mutagdes também estavam presentes na
sublinhagem T1 e em isolados classificados como Orphan. Verza e colaboradores
(2020) analisaram a distribuicdo do polimorfismo em fbpC103 (marcador altamente
especifico para a familia LAM) nas mesmas estirpes avaliadas neste estudo. A analise
desse marcador confirmou a identificacdo de todos os isolados LAM identificados por
spoligotyping, mas também classificou como LAM os trés isolados que foram
identificados por spoligotyping como SIT823/T1, os quais foram atribuidos a familia T
“ill-defined” de acordo com SITVIT2. E, quando observados na arvore filogenética
(Figura 7), encontraram-se posicionados filogeneticamente como LAM. Além das
mutacdes relacionadas a linhagem LAM, foram encontradas a mutacdo fabH
GIn182His que apresentou associagdo com o SIT 137/X2, a qual foi encontrada
apenas nesse SIT e a mutagdo Rv3057¢ Val275Ala que foi encontrada
exclusivamente em isolados da linhagem Haarlem. Os resultados observados em
nosso estudo corroboram com a diversidade substancial intralinhagem, no que se
refere ao metabolismo lipidico, consistente com o elevado numero de SNPs presentes
em duas ou mais estirpes, mas nao em toda linhagem, como observada no estudo de

Portevin e colaboradores (2014).
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Nosso estudo destacou tendéncias no perfil genémico relacionado ao
metabolismo de AM, as quais foram compartilhadas por estirpes classificadas como
pertencentes ao mesmo SIT e/ou sublinhagem. A analise filogenética mostrou haver
diferenga nas mutagdes apresentadas por estirpes classificadas como LAM em
comparagao com as sublinhagens T, Haarlem e X. Os isolados da sublinhagem LAM
estavam relacionados a, principalmente, mutagcbes em genes que estdo mais
relacionados a estruturacdo de AM. O gene mmaA4, que esta relacionado a
introdugéo de ramificacdo metil e grupo hidroxila adjacente na insaturagéo cis distal e
que, quando deletado, inibiu a sintese de metoxi- e ceto-AM (ALAHARI et al., 2009;
COXON et al., 2013), apresentou mutagcao encontrada em praticamente todos os
isolados da linhagem LAM; esse gene foi relatado como sendo um determinante
genético intrinseco de resisténcia compartilhado por diferentes antimicrobianos
(isoniazida, etambutol, vancomicina e meropenem) (XU et al., 2017), o que poderia
representar uma vantagem evolutiva para a sublinhagem LAM. O gene kasA, que
produz enzima envolvida no alongamento inicial de AM por meio de uma reagao de
condensacgao (BHATT et al., 2007; KREMER et al., 2002; SLAYDEN; BARRY, 2002),
quando apresentou a mutagdao Gly269Ser, mesma encontrada neste estudo,
observou-se perda de estabilidade conformacional e alteragcdo do comportamento
dinamico da proteina KasA (JAYARAMAN; RAJENDRA; RAMADAS, 2019). No estudo
de Gande e colaboradores (2004), foi demonstrado que o gene accD2 é fundamental
para a biossintese de AM, uma vez que fornece um intermediario carboxilado para a
reacdo de condensagao que é catalisada pela proteina produzida a partir do gene
pks13. Essa condensacdo ira produzir a-alquil B-cetoacidos, precursores dos AM
(GAVALDA et al.,, 2009). O gene fbpA, que codifica a proteina que catalisa a
transferéncia de AM para produzir TMD (GOINS et al., 2018) e atua como proteina de
ligacao a fibronectina, responsavel pela ligagdo ao macréfago humano durante a fase
inicial de infecgdo (WILKINSON et al., 2001; ROMERO et al., 2010), assim como o
mmaA4, também foi relatado como sendo um determinante genético intrinseco de
resisténcia compartilhado pelos antimicrobianos isoniazida, etambutol e meropenem
(XU et al., 2017). Em genes como o fgd2, que produz uma enzima desidrogenase que
atua na oxidagao de acidos hidroximicoélicos em acidos cetomicdlicos (PURWANTINI;

MUKHOPADHYAY, 2013) e o cmaA1, relacionado com a cis-ciclopropanagéo na
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posicdo distal dos a-micolatos (CHOUDHURY; PRIYAKUMAR; SASTRY, 2015),
também foram encontradas mutagdes relacionadas a sublinhagem LAM.

O SIT encontrado com maior frequéncia neste estudo pertencia a
sublinhagem LAM, o SIT 216/LAMS5, que representou 13,3% de todos isolados. Esse
SIT emergiu nos ultimos anos na regido estudada, tornando-se o mais frequente entre
os isolados, indicando transmissao recente do bacilo. Em estudo realizado por
Nogueira e colaboradores (2018), que avaliou isolados de todo o Estado nos anos de
2010 a 2012, o mesmo SIT representou 4,9% dos isolados € nenhum era proveniente
da Grande Florianépolis. Todas as estirpes incluidas nesse SIT apresentaram o
mesmo padrao de mutagdo nos genes avaliados, foram encontradas 12 mutacgdes
distintas em 10 genes diferentes, o que pode ter contribuido para a maior persisténcia
dessa sublinhagem. Ressalta-se que, aproximadamente, 60% dos isolados
pertencentes ao SIT 216/LAM5 apresentaram alta carga bacilar e foram associados a
eles concentragdes inibitérias minimas mais altas para INH e RIF (SCHEFFER, 2017).

Foi possivel observar mutacbées que ocorreram exclusivamente nos dez
isolados classificados como SIT 73/T, sendo esse o SIT com maior numero de
individuos com baciloscopia positiva no quarto més. Uma das mutagdes ocorreu no
gene otsB2 que € considerado essencial para o crescimento de M. tuberculosis e esta
relacionado com a formacao de trealose, um constituinte estrutural importante da
parede celular e que atua como carreador de AM durante a sintese da parede celular
em M. tuberculosis (MURPHY et al., 2005; THANNA; SUCHECKA, 2016). O gene lipR
apresentou mutacao exclusiva nos isolados Haarlem e estava relacionado ao SIT
53/H3. Esse € um gene codificador de lipase de M. tuberculosis, que faz parte do
operon mymA (Rv3083-Rv3089) que pode alterar o envelope do microrganismo no
ambiente intracelular (COLE et al., 1998; KONG et al., 2007). Isolados do SIT 137/X2
apresentaram associagdo com a mutacao detectada no gene fabH, o qual produz uma
proteina que catalisa a primeira reacdo de condensacao entre um acil-CoA e malonil-
ACP que leva a formagao da cadeia longa de AM (SACHDEVA; REYNOLDS, 2008),
e no gene fas, o qual codifica uma enzima que catalisa a formagao de acidos graxos
a partir de acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH (COLE et al., 1998).

Tratamentos de TB mal sucedidos podem ocorrer devido a fatores de riscos
independentes relacionados ao hospedeiro (COSTA-VIEGA; BRIZ; NUNES, 2017),

mas também a fatores relacionados a micobactéria. Sambandan e colaboradores
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(2013) demonstraram que mudangas na composi¢cao de AM da parede celular sdo de
particular importancia no contexto do tratamento da TB, uma vez que uma alteragao
na razdo metoxi-AM para ceto-AM pode levar a uma suscetibilidade basal alterada a
medicamentos anti-micobacterianos na auséncia de mecanismos de resisténcia a
medicamentos. Dentre os desfechos avaliados neste estudo, aquele no qual os
individuos apds quatros meses de tratamento ainda apresentavam cultura positiva
para M. tuberculosis apresentou associagdo com mutagdes em genes relacionados
ao metabolismo de AM. O gene rip, que regula a composi¢céo do envelope celular,
crescimento e persisténcia in vivo de M. tuberculosis (MAKINOSHIMA; GLICKMAN,
2005), foi relatado como sendo um determinante genético intrinseco de resisténcia
compartilhado pelos antimicrobianos rifampicina, vancomicina e meropenem (XU et
al., 2017). Alguns dos genes foram considerados ndo essenciais para o crescimento
in vitro da cepa H37Rv (GRIFFIN et al., 2011; DEJESUS et al., 2017) — echA11, parece
estar ligado a oxidagao de acidos graxos (LEW et al., 2011); lipR, um gene codificador
de lipase de M. tuberculosis (COLE et al., 1998); Rv0194, esta envolvido no transporte
ativo de medicamentos através da membrana e a resisténcia a multiplos farmacos
(DANILCHANCA et al., 2008); Rv1687c, parece estar envolvido no transporte ativo de
substrato através da membrana, responsavel pelo acoplamento de energia ao sistema
de transporte (BRAIBANT; GILOT; CONTENT, 2000). O gene otsB2, considerado
essencial para o crescimento de M. tuberculosis, esta relacionado com a formacao de
trealose (MURPHY et al., 2005).

Um numero grande de mutagdes intergénicas foram encontradas neste
estudo e mostraram estar relacionadas a SlT/sublinhagens especificas. Pouco é
estudado sobre essas mutagdes, inclusive SNPs intergénicos sao frequentemente
chamados de neutros evolutivos, porque, em média, seu efeito no fenotipo € menor,
contudo, SNPs em regides nao codificantes podem ter importantes consequéncias
funcionais (COSCOLLA; GAGNEUX, 2014).

Como a diversidade genética de M. tuberculosis € menos pronunciada do que
em outros patdgenos, o resultado variavel do desfecho da infecgéao tem sido atribuido,
principalmente, ao hospedeiro e a fatores ambientais. Contudo, sabe-se que a
diversidade da cepa pode desempenhar um papel importante durante a infec¢do. Foi
demonstrado que existem fendtipos metabdlicos amplamente diferentes entre as

linhagens do complexo M. tuberculosis. Estudos de correlagdo da variagdo genética
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do complexo M. tuberculosis com o fenétipo foram bem sucedidos na identificacéo de
mutacdes clinicamente prevalentes que conferem fendtipos fortes, como resisténcia
aos medicamentos (HICKS et al., 2018). Destaca-se a importancia de relacionar a
variagao genética a fendtipos mais sutis, como no estudo de @yas e colaboradores
(2020) que conseguiram prever os efeitos de SNPs em genes que codificam enzimas
em fendtipos metabdlicos e identificaram SNPs funcionais que se associam a
vulnerabilidades metabdlicas. Isso reforgca a importadncia do estudo do perfil de
mutacdes relacionadas ao metabolismo de AM, os quais poderdao estar
correlacionados a fendtipos mais sutis como os relacionados a adaptacdo ao
hospedeiro, transmissibilidade e resisténcia basal, o que pode ser utilizado como uma

possibilidade para a identificacdo de estratégias de tratamento mais seletivas.
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7 CONCLUSAO

O sequenciamento completo do genoma possibilitou identificar um repertério
amplo de SNPs em genes relacionados ao metabolismo de AM em isolados de M.
tuberculosis e descrever a variabilidade de mutagdes que ocorreram entre isolados de
sublinhagens da Linhagem 4 circulantes na Grande Floriandpolis, Santa Catarina.

Este estudo destacou tendéncias no perfil gendmico relacionado ao
metabolismo de AM, as quais foram compartilhadas por estirpes classificadas como
pertencentes ao mesmo SIT e/ou sublinhagem. Foi possivel observar diferenca nos
perfis de mutagcdes apresentados por estirpes classificadas como LAM em
comparagao com as classificadas como T, Haarlem e X. Dentre as mutagdes que
apresentaram associacgao estatistica com isolados LAM, estavam muta¢dées em genes
que foram relatados como sendo determinantes genéticos intrinsecos de resisténcia
a isoniazida e etambutol.

Com relagdo aos dados clinicos e epidemiologicos, as mutagdes avaliadas
apresentaram associagao significativa com o desfecho no qual os individuos apos
quatro meses de tratamento ainda apresentavam cultura positiva para M. tuberculosis.
Um dos genes que apresentou relagcdo com esse desfecho foi relatado como sendo
um determinante genético intrinseco de resisténcia a rifampicina.

Este estudo forneceu informagdes sobre a relagdo de mutagées em genes
relacionados ao metabolismo de AM com desfechos de tratamento e as diferentes
sublinhagens Euro-American. Demonstra uma diversidade substancial entre essas
sublinhagens, no que se refere ao metabolismo de AM, o que pode estar relacionado

a padrdes fenotipicos especificos de AM.
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8 PERSPECTIVAS

Como perspectiva deste estudo, esta caracterizar fenotipicamente (qualitativa
e quantitativa) os AM e correlacionar com os dados do sequenciamento completo do
genoma, buscando prever o impacto funcional das mutagdes encontradas neste

estudo.
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