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Alteragoes genéticas em M. tuberculosis durante a fase de infecgao

latente e suas possiveis implicagoes biolégicas.

RESUMO

A tuberculose (TB) é a doenga infectocontagiosa mais antiga da humanidade, e ainda
hoje representa um grande desafio. Causada por espécies do Complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB) a doenga possui ampla distribuicdo com
predominio nas populacbes mais pobres e em paises de menor desenvolvimento
socioecondmico. Um grande problema relacionado a TB ¢é a infecgao latente, em que
a bactéria se encontra no hospedeiro em uma forma quiescente denominada
‘dorméncia”. Apesar de estudos recentes quebrarem o paradigma do modelo binario
de interacdo de MTB com o hospedeiro, o qual era constituido pelas formas de doenca
(ativa) e infeccdo latente (LTBI), pouco se sabe sobre o estado fisiolégico do MTB
durante o periodo de laténcia. Neste contexto, este trabalho possui como objetivo
estudar alteragbes genéticas nos casos secundarios a partir de seus respectivos
casos indices e investigar possiveis alteracdes e suas implicagdes biolégicas. Foram
utilizadas analises de bioinformatica em 24 cepas, por meio de gendmica comparativa
entre casos indices e seus respectivos casos secundarios utilizando-se os softwares
RAST, Snippy e Spades. As diferencgas genéticas que levaram a alguma modificagédo
no caso secundario foram denominadas variantes ou variagdes. A analise dos dados
indicou que a maioria das variagdes encontradas estavam nos subsistemas
metabdlicos relacionados a viruléncia e ao transporte de membrana, também
constatamos que nos subsistemas relacionados a dorméncia e resposta ao stress nao
houveram variagbes. Nao ocorrem alteragdes genéticas que levam a perda ou ganho
de resisténcia de M. tuberculosis durante o periodo de dorméncia nos casos

secundarios.

Palavras chave: tuberculose, bioinformatica, laténcia.



Genetic alterations in M. tuberculosis during the latent infection

phase and their possible biological implications.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is humanity's oldest infectious disease, and it still represents a major
challenge today. Caused by species of the Mycobacterium tuberculosis Complex
(CMTB), the disease has a wide distribution, predominantly in the poorest populations
and in countries with lower socioeconomic development. A major problem related to
TB is latent infection, in which the bacterium is in the host in a quiescent form
denominated “dormancy”. Despite recent studies breaking the paradigm of the binary
model of interaction between MTB and the host, which consisted of the forms of
disease (active) and latent infection (LTBI), little is known about the physiological state
of MTB during the latency period. In this context, this work aims to study genetic
alterations in secondary cases from their respective index cases and to investigate
possible alterations and their biological implications. Bioinformatics analyzes were
used in 24 strains, through comparative genomics between index cases and their
respective secondary cases using RAST, Snippy and Spades software. The genetic
differences that led to some modification in the secondary case were called variants
or variations. Data analysis indicated that most of the variations found were in the
metabolic subsystems related to virulence and membrane transport, we also found
that in the subsystems related to dormancy and stress response there were no
variations. There are no genetic alterations that lead to loss or gain of M. tuberculosis

resistance during the dormancy period in secondary cases.

Keywords: tuberculosis, bioinformatics, latency infection.
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1. Introdugao
1.1 A tuberculose

A tuberculose (TB) € uma das doengas mais antigas da humanidade. O género do
organismo causador, o Mycobacterium, pode ter milhdes de anos. Alguns estudos
apontam que Mycobacterium tuberculosis (MTB) provavelmente emergiu como um
patdgeno de nossos primeiros ancestrais, a cerca de 70.000 anos atras, no leste da
Africa (GALAGAN, 2014). Poucas doengas tiveram uma associagdo com seres
humanos tdo longa e impactante quanto a TB. Descri¢des sugestivas dessa doenca
datam de milénios e s&o encontradas em textos médicos chineses (~2.700 AC), em
escritos védicos da india (~1.500 AC), no antigo testamento da Biblia (~1.300—400 AC)
e nos escritos de Hipocrates (460 AC) (GALAGAN, 2014).

Enquanto os humanos povoavam o globo, eles também levavam suas enfermidades,
incluindo a TB. Pesquisadores investigando o passado da doenga encontraram o
material genético do MTB contendo bacilos alcool acido resistente em mumias
egipcias e peruanas, essas evidéncias mostraram que o bacilo da TB pode
permanecer viavel por muitos anos nos tecidos de pessoas saudaveis, e a infecgao
pode produzir a doenga em um ser humano apds décadas de dorméncia
(SCHLOSSBERG, 2017).

A TB é uma doenga infecto contagiosa causada por espécies de micobactérias
pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), que é composto
pelas seguintes espécies: M. tuberculosis, M. africanum, M. orgys, M. bovis, M. microti,
M. canetti, M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae e M. mungi. O principal agente
etiologico da TB é o M. tuberculosis (VAN INGEN et al., 2012).

A infecgao se inicia pela inalagcdo de aerossoéis, particulas de 1-5 ym de tamanho
constituidas de dois a trés bacilos viaveis envolvidos por secregdo pulmonar
desidratada, denominadas nucleos de Wells. Somente esses nucleos produzidos pela

tosse, espirro ou fala s&o capazes de atingir bronquiolos e alvéolos pelas vias aéreas
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distais (DIETZE et al., 2009). Devido ao tamanho diminuto, esses aerossoéis podem
permanecer em suspensao por minutos ou até horas. O risco de infec¢ao depende de
varios fatores tais como, o estreito contato entre individuos, a carga bacilar inalada, e

o sistema imune do potencial hospedeiro (VINHAS, 2013).

Estima-se que apenas 30% das pessoas expostas ao contagio adquirem a infecgao;
desse total apenas 10% evoluem com alguma forma clinica da doenga ao longo da
vida, e os 90% restantes desenvolvem resposta imune suficiente para eliminar a
infecc&o ou estabiliza-la (NORTH; JUNG, 2004).

1.2 Epidemiologia

A TB é uma doencga de distribuicdo ampla, com predominio nas populagbes mais
pobres e nos paises de menor desenvolvimento socioeconémico. A maior prevaléncia
encontra-se na Africa, América Latina, Sudeste Asiatico e em alguns paises do antigo
bloco soviético (WHO., 2020).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO), a TB figura como a principal
causa de morte entre pessoas vivendo com HIV. Segundo esta entidade, em 2019,
havia um numero estimado de 10 milhées de novos casos de TB em todo o mundo, e
1,2 milhdo de pessoas morreram devido a doenga. No mesmo ano no Brasil, a
incidéncia de TB foi de 35 casos/100.000 habitantes, e a taxa de mortalidade
relacionada foi de 2,3 6bitos/100.000 habitantes (Ministério da saude., 2020).

A incidéncia da doenga é maior entre os homens na faixa etaria dos 15 aos 49 anos,
comprometendo, assim, grande parcela da populagdo produtiva de varios paises;
muitos pacientes se tornam incapazes em decorréncia de sequelas graves; ha uma
significativa redugc&o na expectativa de vida e aumento no numero de dias perdidos de
vida. Esses indicadores revelam o alto custo social e econdmico da doenga e o elevado
grau de sofrimento humano por ela ocasionada (WHO., 2020).
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Na populagcédo em geral o risco de infecgédo e de adoecimento € maior entre os contatos
diretos de pacientes portadores de TB pulmonar, principalmente coabitantes
domiciliares ou em instituicdes como prisdes, albergues, asilos e similares. Isto se
explica pelo fato de que a proximidade com o foco bacilifero possibilita maior chance
de contagio com carga bacilar mais numerosa e virulenta. Os profissionais de saude
expostos ao contato com pacientes tuberculosos também constituem populacao de
alto risco de infecgdo (LEWINSOHN et al., 2017).

1.3 A patogenia

A resisténcia natural e a suscetibiidade do homem a TB sdo determinadas
geneticamente, estando envolvidos provavelmente varios genes que definem um
“espectro de suscetibilidades” ao bacilo (NORTH; JUNG, 2004).

A evolucgédo da infecgdo apos o contagio ndo tem tempo de incubagéo definido. Nos
alvéolos pulmonares a multiplicacdo bacilar provoca uma resposta inicialmente
mediada por elementos do sistema fagocitario da imunidade natural, principalmente os
macrofagos alveolares (VYNNYCKY:; FINE, 2000).

A atividade dessas células pode neutralizar os bacilos e, nesse caso, a infeccdo nao
progride para a doenga. Contudo, os bacilos podem resistir a fagocitose ou a
destruicdo no interior dos macrofagos, permanecendo em multiplicagdo dentro ou fora
deles. A atividade metabdlica bacteriana e a morte bacilar produzem substancias com
propriedades antigénicas. O processamento dessas substancias e a sua exposigéo na
superficie celular dos macréfagos, acopladas a moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC / major histocompatibility complex), bem como a produgéo,
pelos macrofagos, de interleucinas 12 e 18, produzem estimulagédo de linfécitos T,
principalmente dos tipos CD4+ e CD8+, resultando na formagéo de clones celulares
com resposta imune especifica, capazes de produzir outras citocinas, como a
interleucina 2 e interferon gama, potentes ativadores da atividade macrofagica
(VYNNYCKY; FINE, 2000).
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A producgao de linfocitos da linhagem Th1 parece ser o mecanismo fundamental na
imunidade protetora contra a TB (HOWARD; ZWILLING, 1999). Ha também formacgéao
de clones de linfécitos B e producido de anticorpos, mas, ao que parece, esses nao
desempenham papel relevante na imunidade antituberculosa (NORTH e JUNG, 2004;
ELLNER, 1997; SCHLUGER; ROM., 1998).

A multiplicagdo bacilar no interior dos macréfagos ocasiona a destruicdo destas
células, possivelmente pela acdo de linfocitos citotoxicos (WALLIS et al, 2001,
SCHLUGER e ROM, 1998); a morte celular resulta na liberagdo de enzimas liticas

que produzem necrose tecidual.

A introducéo de clones de linfécitos T na resposta imune ao bacilo da TB, e sua
interagdo com os macrofagos, origina os granulomas, estruturas microscopicas
caracterizadas pela presenga de células gigantes multinucleadas, resultantes da
fusdo de macrofagos, em meio a areas de necrose caseosa, circundadas por halos
de linfécitos que parecem circunscrever a leséo, limitando, assim, a disseminagao dos
bacilos. Histiécitos e colageno também estdo presentes neste local, assim como graus
variaveis de reagao fibrogénica (NORTH; JUNG, 2004; FENTON; VERMEULEN,
1996; SCHLUGER; ROM, 1998).

Evidéncias experimentais sugerem que a producgao de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-() pelos macrofagos desempenha papel importante na formagédo dos
granulomas, mas que também poderia favorecer a progressdo da doenga devido a
indugdo de necrose caseosa (SCHLUGER; ROM, 1998; FENTON; VERMEULEN,
1996).

A formacédo de conglomerados de granulomas da origem a estruturas nodulares,
visiveis macroscopicamente, denominadas de tubérculos pelos antigos patologistas,
em alusdo a sua semelhanga com estruturas vegetais assim denominadas. Esta
caracteristica conferiu a doengca o nome de tuberculose, conforme ja assinalado. A
drenagem de material caseoso liquefeito através da luz brdénquica origina lesbes

cavitarias pulmonares, em cujas paredes os bacilos se multiplicam intensamente no
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meio extracelular favorecidos pelo pH alcalino e pela grande oferta de oxigénio
(FENTON; VERMEULLEN, 1996).

O processo infeccioso que se instala apds o contagio pelo MTB pode permanecer
restrito a um segmento do pulm&o, mas durante o desenvolvimento da resposta imune
€ comum acontecer a disseminagao de bacilos por via linfatica, hematogénica ou
brénquica, dando origem a formacdo de focos secundarios da infecgdo no préprio
pulm&o ou em outros 6rgéos, principalmente em linfonodos hilares e mediastinais. Na
maioria dos casos a resposta imune consegue conter a multiplicagédo bacilar e os focos
granulomatosos se curam, sem manifestagcdes clinicas da doenga. Assim se
caracteriza a primo-infecg¢ao tuberculosa (FENTON; VERMEULEN, 1996).

Os pacientes portadores de lesdes pulmonares que eliminam bacilos na expectoracao
(baciliferos) s&o os principais transmissores da infecgdo, e constituem o alvo
preferencial para o diagnostico e tratamento precoce da doenga, pois somente a sua
cura € capaz de interromper a cadeia de transmissao da infeccdo tuberculosa
(STYBLO, 1991).

1.4 O Diagnéstico

Por se tratar de um exame rapido e de baixo custo, a baciloscopia constitui a principal
forma de diagnostico da TB, principalmente nos paises de maior incidéncia. Esta
técnica possui sensibilidade subotima (aproximadamente 50% com limite de deteccéo
de 10* bacilos por mL de amostra). Mediante a impossibilidade de adogdo de métodos
mais sensiveis de diagnosticos em alguns centros, existem alternativas que
aumentam a sensibilidade da técnica, como o uso de fluorescéncia e de microscopios
com lampadas de LED (WHITELAW et al., 2011).

Devido a baixa sensibilidade do método de baciloscopia, os laboratérios dispdem de
uma alternativa de alto valor diagnostico, a cultura. Esta técnica pode ser realizada
por meio de inoculagao direta ou apds processamento do escarro em meios de cultura
solidos a base de agar ou ovo ou em meios de cultura liquidos (FURIN; JOHNSON.,
2005). A cultura em meio liquido no sistema MGIT (que apresenta limite de detec¢ao
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de aproximadamente 10 bacilos por mL) & considerada a metodologia padrdo-ouro
para confirmacéo diagnéstica da TB. E uma técnica bastante sensivel, porém possui
alto custo e é mais propensa a contaminagcdo do que métodos que utilizam meio de
cultura sélido (CHIEN et al., 2000).

Outros testes confirmatoérios utilizados para diagndstico utilizam a amplificacdo de
acidos nucléicos, sendo o GeneXpert MTB/RIF® um dos mais utilizados por apresentar
boa sensibilidade em amostras com baciloscopia positiva (89%), necessitar de pouco
treinamento para ser implantado e ser custo-efetivo em areas endémicas (LANGLEY
et al., 2014).

Em 2017, a Organizagcdo Mundial da Saude endossou a utilizagdo de uma nova verséo
do GeneXpert MTB/RIF®, denominado ULTRA, que apresentou aumento de
sensibilidade de aproximadamente 17% nos casos de baciloscopia negativa e 14%
em pacientes HIV positivos (DORMAN et al., 2018).

1.5 O tratamento

O tratamento atual da TB é constituido de duas fases, sendo a fase intensiva,
realizada com doses diarias de rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA)
e Etambutol (ETM) por 4 meses, seguida da fase de manutengdo com doses diarias
de RIF e INH por mais 2 meses (WHO, 2020; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL,
2020).

Embora denominado de tratamento de curta-duracdo, o tempo € a principal
desvantagem da terapia, com taxas de abandono entre 7% e 54% apoOs a quarta
semana (KRUK; SCHWALBE; AGUIAR, 2008).

Uma das estratégias utilizadas para melhorar a ades&o dos pacientes ao tratamento
€ a Terapia Assistida Orientada (do inglés Directly Observed Therapy — DOT) em que
0 paciente recebe orientacdo e supervisdo do tratamento por um profissional de
saude. Entretanto, o DOT possui alto custo para o sistema publico de saude e para
os pacientes. Um estudo de metanalise que comparou o resultado do DOT em relacéo
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ao tratamento de administracdo propria reportou que nao houve diferenga entre os
dois em relagdo a cura, recidiva e emergéncia de resisténcia (FRIEDEN; SBARBARO,
2007).

Além da evasao, outra grande preocupagao em relagao ao tratamento € a atividade
dos farmacos utilizados em bacilos com baixa taxa metabdlica, que sao responsaveis
pela infeccao latente (KONDRATIEVA et al., 2014).

Dos farmacos utilizados na terapia anti-TB, somente a pirazinamida possui conhecida
atividade in vitro sobre o MTB dormente. No entanto outros experimentos in vitro
revelaram que a rifampicina também possui relativa atividade sobre estes
microrganismos (WAYNE; SOHASKEY, 2001), o que ajuda a sustentar o tratamento
recomendado pela OMS para TB latente que inclui INH por 6 a 9 meses, RIF e INH
por 3 a 4 meses ou Rifapentina (RIF) e INH por trés meses em paises com alta taxa
de incidéncia da doenca (WHO., 2020; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2020).
Apesar de ser recomendado para o tratamento da TB latente, nenhum dos regimes
citados é capaz de eliminar o MTB completamente do seu hospedeiro, sendo este
capaz de permanecer indetectavel em reservatérios ainda pouco conhecidos (CANO-
MUNIZ et al., 2018).

Outro aspecto altamente relevante relacionado ao tratamento € o fenédmeno de
resisténcia bacteriana aos farmacos. Neste caso, ha a necessidade de modificagoes
no esquema de tratamento incluindo drogas de segunda linha (WALLIS et al., 2016).
No geral, a OMS passou a recomendar a utilizagdo de drogas de forma individual
observando cada caso de resisténcia (WHO, 2020). Enquanto os casos de
monorresisténcia a Isoniazida (Hr-TB) sdo tratados substituindo a droga por
Levofloxacina, em pacientes MDR/RR-TB o esquema deve ser montado de modo que
o tratamento se inicie com pelo menos 4 drogas seguindo a ordem de escolha por
grupo (WHO, 2020). Casos de XDR-TB (Tuberculose Extensivamente Resistente)
envolvem resisténcia a Isoniazida e Rifampicina, como as MDR-TB e ainda a qualquer
uma das fluoroquinolonas (levofloxacina ou moxifloxacina) e a pelo menos um dos
trés medicamentos injetaveis de segunda linha (amicacina, capreomicina ou
canamicina) (SOTGIU et al., 2009).
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Uma das grandes dificuldades na erradicacdo da doenga € a ndo adesdao ao
tratamento que pode levar a falha terapéutica, recidiva e os surgimento de resisténcia
(PAIl et al., 2016).

2. Revisao de literatura e justificativa do estudo.

2.1 Caracteristicas biolégicas de Mycobacterium tuberculosis.

As micobactérias pertencem ao filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem
Corynebacteriales, familia Mycobacteriaceae e Género: Mycobacterium. O género
Mycobacterium é constituido por 188 espécies e 13 subespécies, entre as quais M.
tuberculosis (MTB), M. leprae e outras denominadas micobactérias n&o causadoras
de tuberculose (MNT) (GUPTA, 2012).

M. tuberculosis € um bacilo caracterizado, principalmente, por sua falta de motilidade,
ser acido-alcool resistente e de crescimento lento (tempo de geragado em torno de 18
horas). E membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, composto por M.
tuberculosis, agente etiolégico da TB humana; M. africanum, causador de TB em
humanos somente em certas regides da Africa; M. bovis, M. caprae e M. pinnipedii,
que causam TB em mamiferos domésticos e selvagens; M. microti, que causa TB em
roedores silvestres, M. Canetti que também infecta humanos (DELOGU et al., 2013)
e mais recentemente M. mungi que foi identificado em 2010 como causador de TB em
mangustos na Africa (ALEXANDER et al., 2010).

2.1.1 Caracteristicas fenotipicas.

As espécies do CMTB sao aerbbias estritas, intracelulares facultativas, de
crescimento lento, que podem se multiplicar dentro dos macrofagos e em outras
células do organismo. Tem a capacidade de permanecer vivo por anos no granuloma
formado pela reagao tecidual e se multiplicar quando falham as defesas do hospedeiro
(NORTH, JUNG, 2004; COSCOLLA, 2013), de modo geral, as bactérias do Complexo
MTB apresentam-se na forma de bastonetes curvos ou retos, com 1 — 4 ym de
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comprimento por 0,3 - 0,6 ym de largura. Citolégicamente, a parede celular
semelhante as Gram-positivas (COSCOLLA, 2013), porém a camada de
peptidoglicano € mais delgada e coberta por uma rede de acidos micdlicos e proteinas

e lipideos glicosilados (Figura 1).

FIGURA 1 - Representacio da parede celular do MTB.
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O genoma de MTB contém 250 genes envolvidos no metabolismo de acidos graxos,
sendo 39 deles responsaveis pelo metabolismo de policetideo, precursores dos
constituintes lipidicos da parede celular bacteriana. Esse grande numero de genes
conservados mostra a importancia evolucionaria do revestimento lipidico para a
sobrevivéncia do patégeno. A abundancia de acidos graxos, cerca de 40% do total da
célula, sdo responsaveis pela caracteristica tintorial de resisténcia a descoloragao por
solucdes alcool-acidas apresentada pelas células bacterianas que sao entéo
designadas como bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e, por esse motivo, na
pratica clinica e laboratorial sdo conhecidas e transcritas como simplesmente BAAR
(GOROCICA et al., 2005).

E também na parede que se encontra o composto (6-6° dimicolato de trealose)
responsavel pela pelicula que o MTB forma em meio de cultivo liquido e o aspecto de
corda dos bacilos em esfregagos feitos a partir de cultivos, resultante do arranjo
caracteristico dos bacilos em cadeias lineares paralelas (ou corddes de bacilos). O
alto teor e diversidade de glicolipideos na parede celular de M. tuberculosis tais como

6-6’dimicolato de trealose, sulfatideos e micosideos podem apresentar um papel
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importante nos mecanismos de adesao, ingestdo (fagocitose) e no destino deste
microrganismo no interior das células fagociticas. Segundo GOREN e colaboradores
(1976), os sulfatideos seriam capazes de inibir a fusdo dos fagossomos com os
lisossomos, ja o lipoarabinomamana (acido tuberculoestearico), segundo outros
investigadores, atuaria eficientemente (/) na quelagéo de radicais livres derivados da
explosdo respiratoria do macrofago; (i) na inibigdo da enzima proteina kinase C,
molécula ativadora do processo oxidativo das células fagocitarias; e (iii) na inibicdo da
transcricdo dos genes que codificam o gama-interferon (CHAN; KAUFMANN, 1994).

2.1.2 Sequenciamento do genoma completo (SGC).

O sequenciamento € uma metodologia que permite detectar e analisar sequéncias de
bases nucleicas, sua organizagao, disposi¢do e sobretudo, genes e regides nao
codificadoras. O sequenciamento de DNA se baseia em equipamentos que leem uma
amostra de DNA e geram um arquivo eletrénico. Este arquivo contém simbolos que
representam a sequéncia de bases nitrogenadas — A, C, G, T — presentes na amostra.
As tecnologias de primeira geragdo, também conhecidas como sequenciamento
classico, foram as pioneiras na area. O sequenciamento de Sanger, o mais conhecido
e utilizado por décadas, e o de Maxam-Gilbert sdo as tecnologias que constituem essa
primeira geragdo. Apesar do sucesso no sequenciamento do genoma completo, o
Sequenciamento de Sanger, € um método caro e ineficiente para projetos de grande
escala. Para tarefas como essa, as técnicas de Sequenciamento de Nova Geragao
(do inglés, Next-Generation Sequencing) sdo mais eficientes e possuem menor custo.
Essas tecnologias permitem sequenciar o DNA de forma muito mais rapida e barata
em comparagdo com O sequenciamento de Sanger, usado anteriormente, e
revolucionaram o estudo da genbmica e da biologia molecular. No entanto,
diferentemente do método Sanger, o método de NGS sequéncia fragmentos curtos de
DNA (reads) que costumam variar de 50 a 300 nucleotideos de comprimento. Com o
NGS, é possivel sequenciar o genoma inteiro ou apenas areas especificas de

interesse.

O SGC tem sido uma ferramenta util para descrever a epidemiologia de varios
organismos patogénicos, incluindo o MTB. As potenciais aplica¢gdes do SGC visam
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também as analises comparativas de genomas, gerando dessa forma conhecimentos
para o surgimento de novos tratamentos, vacinas e testes diagndsticos para a TB
(WEI et al., 2002).

Nas ultimas décadas, observamos um grande numero de genes envolvidos na
viruléncia do M. tuberculosis, que foram descobertos por SGC. Novos campos da
ciéncia tais como a protebmica e a bioinformatica estdo permitindo estudar esses
produtos génicos e entender melhor o seu papel na patogénese da TB (FARHAT et
al., 2013). Por meio da identificagdo dos polimorfismos de base unica, também
chamados de “SNPs do inglés “Single Nucleotide Polymorphism” que estao
relacionados com eventos de transmissdo que anteriormente eram indiscriminaveis

pelas técnicas mais antigas (WALKER et al., 2013).

2.1.3 Linhagens

As técnicas de tipagem e sequenciamento génico permitiram identificar sete linhagens
do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) que sao filogeneticamente distintas
entre si e exibem diferentes distribuicdo geografica e viruléncia para humanos. Essa
diversidade pode estar ligada a caracteristicas tanto do hospedeiro e do parasito,
quanto aspectos sociais. Essas sete linhagens ainda podem ser divididas em dois
subgrupos, em que um consiste das linhas chamadas ancestrais, L1, L5, L6 e L7 e o
outro grupo de linhagens mais modernas, L2 (Beijing) amplamente distribuida pelo
leste asiatico sendo ainda maior no centro da Asia, L3 e L4 (Euro-American).

As linhagens 1 e 3 sdo restritas as regides da Africa ocidental, Asia oriental, Asia
central, sul e sudeste asiatico. As linhagens 5 (M. africanum West Africa 1) e 7 sao
ainda mais restritas a algumas regides africanas. A linhagem 6 (M. africanum West
Africa 2) e 5 aparecem em regides da Africa ocidental ou podem ser encontradas em
imigrantes (COSCOLLA; GAGNEUX., 2014).
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FIGURA 2 - Filogeografia das linhagens do complexo
Mycobacterium tuberculosis

Ap———sisssnseeinssesssasanasi M.canetti

Lineage 2
East-Asian

Lineage 3
East-African-Indian

Lineage 4
Euro-American

Lineage 5 West-Africa
Chimpanzee bacillus:
Lineage 6 West-Africa
M. pinnipedii |; X

oo'= Ancient Peruvian Humans
M. microti €5

M. bovis@# ¥

M. caprae 3
M. origys 'f,«, N

—
0.005

Fonte: Gagneux (2014)

2.2 Resisténcia a agentes antimicrobianos.

A resisténcia a drogas antituberculose pode ser considerada, em termos conceituais,
como resultado da inter-relagdo do fendmeno da mutagao espontadnea em MTB e da
selecdo de populacdo predominantemente resistente, decorrente de tratamento
irregular e/ou inadequado. Varias mutagbes génicas pontuais que levam a
modificagdes estruturais ou funcionais de proteinas e outros constituintes do MTB e
que o torna resistente as drogas antituberculose foram identificadas ao longo das
ultimas décadas (COHEN; BISHAI; PYM, 2014; ISLAM et al., 2017). Dentre estas
mutacgdes, destaca-se aquelas que ocorrem nos genes: (i) katG e inhA relacionados
com resisténcia a isoniazida; (ii) rpoB, rpoA e rpoC associados a resisténcia a
rifampicina; (iii) rrs e rpsL responsaveis pela resisténcia a estreptomicina; (iv) pncA,
psA, panD, mas e ppsA-E relacionados com a resisténcia a pirazinamida; e (v)
embCAB associado com a resisténcia ao Etambutol (COHEN; BISHAI; PYM, 2014;

ISLAM et al., 2017).
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Embora a maioria das drogas antituberculose possua sitios alvo bem conhecidos,
existem ainda cepas de MTB resistentes a uma ou mais drogas que n&o apresentam
alteragdes aparentes nestes genes especificos, o que corrobora com a hipdtese de
que outros mecanismos n&o excludentes entre si, estejam envolvidos neste fendbmeno
(RAMASWAMY; MUSSER, 1998).

O conhecimento do perfil de sensibilidade e de resisténcia de isolados do MTB a
drogas antituberculose permite o uso de regimes terapéuticos adequados e propicia
um impacto favoravel nas a¢des de controle da doenga por evitar a propagacgao de
cepas resistentes (PALOMINO, 2006). Os testes de deteccéo de resisténcia do MTB
a antimicrobianos podem ser realizados diretamente em espécimes clinicos, ou a
partir da cultura do MTB originada da amostra do paciente utilizando-se métodos
fenotipicos ou genotipicos (PAIl et al., 2016).

2.3 Caracteristicas genéticas e suas possiveis implicagoes.

O genoma da cepa de referéncia do MTB, H37Rv consiste em 4.411.529 pares de
bases compreendendo 4008 genes que codificam um total de 3906 proteinas e 70
RNAs estaveis. A construcdo do mapa genético desta cepa revelou 91% de
capacidade de codificagdo com cerca de 65,6% de conteudo G + C. Das sequéncias
génicas codificantes, apenas 59% foram encontradas transcritas, sendo a sua maior
expressao relacionada a coordenacgdo da transcricdo e da replicagdo o que justifica
claramente sua lenta taxa de crescimento (BROSCH et al., 2002; COLE et al., 1998).

Por meio de comparagdes de banco de dados, as fungdes dos genes codificadores
de proteinas foram classificados em 11 grupos. Aproximadamente 40% dos genes
codificadores de proteinas foram atribuidos seguramente a alguma fun¢gdo enquanto
40% foram classificados como hipotéticos conservados. Os demais genes mostraram-
se exclusivos a micobactérias em razdo de ndo apresentarem qualquer semelhanga

com outras sequéncias génicas microbianas (LAMICHHANE; MILIC., 2018).

O alto conteudo G + C do genoma revelou que a composi¢gao de aminoacidos do

proteoma é super-representado por aminoacidos, como Glicina, Alanina, Prolina e
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Arginina, em detrimento aos nucleotideos A + T codificadores de Lisina e Asparagina
encontrados em menor quantidade. Uma analise proteémica de MTB, identificou duas
grandes proteinas das familias Prolina-Acido Glutamico (PE) e Prolina- Acido prolina-
glutdmico (PPE), excepcionalmente ricas em Glicina. As proteinas PPE s&o
consideradas proteinas de armazenamento, pois contém Asparagina como fonte de
nitrogénio (LAMICHHANE; MILIC., 2018).

Pode ser observado ainda que uma parte significativa deste genoma bacteriano
contém genes envolvidos no metabolismo lipidico, ou seja, potencialmente
relacionados a degradagéo de acidos graxos. No entanto, 7% da sequéncia gendmica
analisada mostrou-se absolutamente desconhecida. A analise protedmica também
evidenciou a presengca de 20 monooxigenases da superfamilia de proteinas do
citocromo P450. Estas proteinas estdo supostamente envolvidas em processos de
transformagao de esterol e metabolismo xenobidtico (LAMICHHANE; MILIC., 2018).
Um resumo da analise funcional dos genes de MTB descritos acima, pode ser
observado na Tabela 1 a seguir.
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TABELA 1 - Classificagédo funcional e temporal dos genes de M. tuberculosis

Categorias funcionais Numero de genes
1998 2002 2010
0 Viruléncia, detoxificagao, adaptacao 91 99 228
1 Metabolismo de lipidio 225 233 247
2 Vias informativas 207 229 241
3  Parede e processos celulares 516 708 773
4 RNAs 50 50 71
5 Sequéncias de insergao e fagos 137 149 147
6 PE/PPE 167 170 168
7  Respiracédo e metabolismos intermediarios 877 894 923
8 Regulacédo de proteinas 188 189 195
9 Proteinas hipoteticamente conservadas 910 1051 1081
10 Desconhecidas 606 272 16

Fonte (Traduzido e adaptado): Lamichhane e Milic, 2018.

Os avancos tecnologicos das técnicas de espectrofotometria de massa associados a
eletroforese e a separagao cromatografica permitiu nos ultimos anos que varias
proteinas de MTB fossem detectadas e identificadas em diferentes grupos funcionais.
Um estudo recente publicado por Lamichhane e Milic (2018) mostra que 1678
proteinas foram identificadas por intermédio de técnicas protedmicas. O primeiro
relatério de sequenciamento em 1998 do MTB, detalhou apenas oito proteinas da
tuberculose que foram publicadas no Protein Data Bank (PDB). Dados mais recentes
no PDB mostram que este numero aumentou para 724 estruturas de proteinas, entre
elas 129 proteinas que sao consideradas como proteinas micobacterianas distintas
(LAMICHHANE; MILIC., 2018).
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As proteinas das familias PE / PPE, de superficie, antigénicas e desconhecidas,
desempenham um papel significativo na viruléncia ou estilo de vida intracelular do
microrganismo. Algumas proteinas possuem um papel importante na prevencgao da
morte do hospedeiro e infeccdo abortiva outras atuam como transcriptase reversa,
excisionase, proteinas de transporte, proteinas de regulagcéo da transcri¢ao, proteinas
metabadlicas, proteinas de sinalizagdo e proteinas de choque térmico (LAMICHHANE
e MILIC., 2018).

Na Figura 3 € possivel observar a distribuicdo funcional dos principais grupos de
proteinas do MTB.

FIGURA 3 - Distribuigao percentual das fun¢des de
proteinas produzidas por M. tuberculosis
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Fonte: Lamichhane (2018).

Ainda no que se refere analise gendmica, Lamichhane e Milic, (2018) relatam um
elevado grau de identidade de sequéncia nucleotidica entre cepas do Complexo MTB
quando utilizadas técnicas baseadas em hibridizagdo de acidos nucleicos. A analise
gendmica comparativa entre trés importantes cepas de referéncia do Complexo MTB
€ apresentada por estes autores na Tabela 2. A comparagdo entre as 2504
sequéncias codificantes presentes nos trés genomas das cepas complexo MTB
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revelou 1629 sequéncias de codificacdo idénticas entre M. bovis e M. tuberculosis
H37Rv e 1.656 idénticas entre M. tuberculosis CDC1551 e M. tuberculosis H37Rv. Um
total de 506 polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) sinbnimos e 769 n&o
sinbnimos foram também observados em M. bovis. Esta analise aponta o motivo por
tras da conservagao de sequéncias de genes e da divergéncia entre os membros do
complexo MTB embora pare¢cam semelhantes em nivel de um unico nucleotideo.
Ambos os grupos de proteinas PE-PGRS (total 29) e PPE (total 28) foram amplamente
distribuidos entre as diferentes espécies analisadas.

TABELA 2. Comparagdo do genoma de cepas de referéncia do Complexo M.

tuberculosis em nivel de nucleotideo.

Caracteristicas M. bovis AF2122/97 M. tuberculosis H37RV M. tuberculosis CDC1551
Tamanho do genoma (Bp) 4,345,492 4,411,532 4,403,836

G+C, % 65.6 65.6 65.6

Genes codificadores de proteinas* 3,951 3,995 4,249

Comparado ao M. bovis

SNPs - 2,437 2,423
Transigbes - 1,649 1,630
Transversoes - 788 793
Delegdes (>= 1 bp) - 205 221
Insercbes (>= 1 bp) - 177 245

*O aumento no nimero de potenciais genes codificadores de proteinas no CDC1551 é explicado devido
a utilizagdo de um outro algoritmo de predig¢éo.

2.4 Qualificacao do problema e justificativa do estudo

Estudos recentes quebraram o paradigma do modelo binario de interagdo de MTB
com o hospedeiro, o qual era constituido pelas formas de doenga (ativa) e infec¢ao
latente (LTBI) (YOUNG et al., 2009; BARRY et al., 2009; CADENA et al., 2017;
RUSTAD et al., 2008). Em vez disso, estes estudos propdem a existéncia de varios
estagios distintos na resposta imune ao M. tuberculosis que produz um "ciclo de vida

imunoldgico”. Este modelo ndo sé redefine a laténcia, mas também sugere que
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diferentes tipos de tratamento preventivo poderiam ser mais apropriados para cada
estagio da LTBI, assumindo-se que estes estagios de LTBI poderiam ser identificados
nos pacientes de forma individual (RUSTAD et al., 2008).

Compreender o estado fisiolégico do MTB durante o periodo de laténcia é importante
para potencialmente identificar pacientes com alto risco de reativacdo e para
desenvolver tratamentos para infec¢ao latente pelo MTB que sejam mais eficientes.
Acessar o estado metabdlico de MTB durante a LTBI e determinar se ele se replica e
com que frequéncia constituem um dos grandes desafios relacionados ao tema
infeccdo latente. Nos organismos vivos, as alteragbes genéticas geralmente ocorrem
a uma taxa constante por geragédo. Por exemplo, espécies com tempos de geragao
mais rapidos tendem a ter maiores taxas de evolugdo molecular (THOMAS et al.,
2010). Essas observagdes tornaram possivel o uso de taxas de mutagdes como um
“reldgio genético” que fornece uma estimativa do tempo de geragdo em uma espécie
bacteriana (WELLER., 2015).

Varios estudos utilizaram reldgios moleculares para estudar a evolugdo molecular do
MTB (SALGAME et al., 2015; HOUBEN, DODD., 2016; BARRY et al., 2009; GUPTA
et al., 2012). Usando Macaca fascicularis como modelo para o estudo da TB latente,
Ford e colaboradores (2011) mostraram que as taxas de mutacédo de M. tuberculosis
isoladas de lesdes latentes e infecgdes reativadas (cultivadas em média 41,7 semanas
e 68,1 semanas apds a infecgdo, respectivamente) foram comparaveis as de M.
tuberculosis isoladas de doenga pulmonar ativa (FORD et al., 2011) e concluiram que
M. tuberculosis em fase de laténcia possui tempo geragcdo semelhante ao das
bactérias em fase ativa e ainda que as taxas de mutacdo sdo muito maiores durante

a laténcia.

Em contrapartida, Colangeli e colaboradores (2014) ao analisarem as taxas de
mutacéo de cepas do MTB obtidas de quatro casos secundarios de TB, originados a
partir de um mesmo caso indice (2 casos com menos de dois anos de infec¢do latente
e 2 com mais de 20 anos de infec¢do latente) observaram que as taxas de mutagao
do MTB foram substancialmente mais baixas durante o periodo de laténcia em
comparag¢ao com as taxas obtidas do MTB em fase ativa da doenga (COLANGELI et
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al., 2014). As taxas médias de mutagdo a partir do sequenciamento completo do
genoma destas 4 cepas assumindo tempos de geragéo de 20 horas foram 5,5X107°
mutagdes/bp/geragio para as cepas isoladas dos casos de TB recente e 7,3X10""
mutagdes/pb/geragdo para as cepas isoladas dos casos de reativagdo enddgena
tardia

Recentemente Colangeli e colaboradores (2020) investigaram a taxa de mutagéo e o
tempo de geragcdo do MTB durante LTBI. Os autores sequenciaram e analisaram o
genoma total (Whole Genome sequencing - WGS) de cepas do MTB isolados de 24
casos indices de TB e de 24 cepas isoladas dos respectivos contatos domiciliares
diagnosticados com TB entre 0-63 meses ap0s a exposi¢do ao caso indice. Neste
estudo pioneiro sobre taxas de mutagéo e geragcado de MTB durante a infecgéo latente,
Colangeli e colaboradores (2020) verificaram que a taxa de novas mutagdes no
genoma do M. tuberculosis diminui drasticamente apds dois anos de infec¢ao latente
e que mutacdes indicativas de estresse oxidativo ndo aumentam com uma maior
duragao da laténcia. Observaram ainda que quando M. tuberculosis encontra-se em
estado quiescente durante a laténcia, ocorre um menor risco de mutagdes pontuais
relacionadas a resisténcia a drogas e o aumento do tempo de geragao e tolerancia
bacteriana as drogas.

Estes estudos conduzidos por Colangeli e colaboradores (2020) trouxeram uma
contribuigdo inegavel para o avango do conhecimento sobre o tema genética
bacteriana e laténcia, contudo, neles sdo abordados apenas aspectos genéticos
relacionados a taxas de mutagdes, ndo havendo um aprofundamento sobre em quais
genes, em quais vias metabdlicas ou sistemas ocorrem e suas possiveis implicagbes

ou consequéncias bioldgicas para a bactéria.
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3. Objetivos.

3.1 Objetivo geral.

Estudar alteragcbes genéticas do M. tuberculosis nos casos secundarios a partir de
seus respectivos casos indices e investigar quais seriam as suas possiveis

implicagdes bioldgicas.

3.2 Objetivos especificos.

1. Analisar as principais altera¢des genéticas em M. tuberculosis ocorridas durante a
sua fase de laténcia e investigar quais seriam as possiveis implicagbes em sua

estrutura, metabolismo, viruléncia e resisténcia a farmacos;

2. Analisar quais subsistemas ou elementos da morfofisiologia da célula bacteriana
(MTB) sao mais afetados durante a fase de laténcia;

3. Verificar se ocorrem mutagdes nos genes relacionados a resisténcia a farmacos

durante a fase de laténcia de MTB.
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4. Materiais e métodos.

4.1 Local e modelo do estudo.

O presente trabalho € um estudo do tipo descritivo e retrospectivo. Foi conduzido no
Laboratério de Micobacteriologia do Nucleo de Doengas Infecciosas (NDI) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e no Laboratorio de Micobacteriologia
da Rutgers-New Jersey Medical School, Newark, New Jersey, Estados Unidos da
Ameérica, no periodo de 2008 a 2015.

4.2 Caracterizagao da populagao de estudo.

Durante o periodo de 2008 a 2015 um total de 1577 pacientes (160 familias) com TB
foram triados no protocolo “Colaboracdo EUA-Brasil em Pesquisa Sobre Variagao de
Cepas em Tuberculose”. Desta populacido, 139 pacientes foram classificados como
casos indices e 741 seus respectivos contatos, que foram arrolados no referido
protocolo de acordo com os critérios de inclusao previamente descritos (JONES et al.,
2014).

As seguintes definigbes seréo aplicadas a este estudo:

CASO iNDICE (CI): Pacientes com TB pulmonar, adultos, HIV negativos com pelo
menos uma amostra com baciloscopia positiva e exame de cultura de BAAR positiva,
realizados em qualquer laboratério da micro rede de laboratérios de diagnostico de

TB, que incluem os municipios de Vitoria, Serra, Vila Velha e Cariacica.

CASO SECUNDARIO (CS): Individuo de qualquer idade, contato domiciliar de caso
indice, com TB pulmonar, com pelo menos uma amostra com baciloscopia positiva e
exame de cultura de BAAR positiva; e que satisfagca a pelo menos um dos 3 critérios
abaixo de contato préximo com o caso indice por pelo menos 3 meses antes do

arrolamento no estudo:
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1 - Dormir no mesmo local que o caso indice por pelo menos cinco dias por semana;

2 - Compartilhar pelo menos uma refei¢ao por dia por pelo menos, 5 dias por semana;

3 - Assistir a TV ou semelhante junto ao caso indice pelo menos por cinco dias por

semana ou nos finais de semana.

O presente estudo foi realizado em trés etapas. Na primeira etapa foram selecionados
os isolados de MTB dos casos indices e realizada uma busca entre seus contatos
para verificar o desenvolvimento de TB ativa nesses pacientes. Foram realizados
exames e culturas de escarro dos contatos, apenas aqueles com exame de cultura

positivo formava par com seu caso indice.

A segunda etapa do estudo compreendeu a genotipagem molecular de todos os
isolados provenientes dos Cl e CS para verificar o parentesco genético entre os pares
CI/CS, por meio de dois métodos moleculares, RFLP-IS6110 e Spoligotyping. A
terceira etapa do estudo compreendeu o sequenciamento do genoma total dos

isolados selecionados e o estudo de genébmica comparativa.

4.3 Primeira etapa do estudo

Para o presente estudo foram selecionados 62 pares de isolados de MTB, de casos
indices e seus respectivos casos secundarios (figura 4).
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FIGURA 4 - Caracterizagao da populacao de estudo.
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4.4 Segundo etapa do estudo.

4.4.1 Cultura e identificagao dos isolados selecionados para o estudo.

Os 62 pares de isolados selecionados para este estudo foram subcultivados, em meio
de cultura Ogawa-Kudoh e incubados a 37°C por trés semanas, quando alcangaram
crescimento suficiente para extracao de DNA. Todos os isolados foram identificados
como MTB com base nas caracteristicas fenotipicas das colénias (colénias rugosas,
cremes e opacas), na sensibilidade ao acido p-nitrobenzoéico (500ug/ml) e na
resisténcia a hidrazida do acido tiofeno-2-carboxilico (2ug/mL) (KENT:; 1985).
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4.4.2 Analise do tamanho dos fragmentos de restricao baseado na sequéncia de
insergao /1S6110.

Este método foi realizado de acordo com o protocolo preconizado, com algumas
modificagdes, como descrito a seguir (HERMANS et al., 1990). Extrac&o e Purificagdo
do DNA: Duas algas cheias de cultura de micobactérias ressuspensas em 500uL de
TE foram inativadas em banho seco a 82°C por 30 minutos e resfriadas a temperatura
ambiente. A essa suspensao foram adicionados 50uL de solugéo de lisozima, os tubos
foram invertidos 20X para homogeneizar e incubados em banho-maria a 37°C por 12
horas. Apds a incubacgao foram adicionados 70uL de solugcdo de SDS 10% e 6L de
proteinase K (10mg/mL), os tubos foram novamente invertidos 20X e incubados a
65°C por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 100uL de NaCl 5M, os tubos
invertidos 20X e adicionados 80uL de solugdo n-cetyl N,N,N-trimethyl ammonium
bromide (CTAB).

Os tubos foram agitados em agitador tipo Vortex até que a suspensdo se tornasse
leitosa quando foram entdo incubados a 65°C por 10 minutos. Apds a incubacéo foram
adicionados 700pL de solugéo cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e os tubos foram
agitados novamente por 10 segundos e entdo centrifugados a temperatura ambiente
por 5 minutos a 13.000xg. Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos
estéreis, foram adicionados 500uL de isopropanol e os tubos homogeneizados em
agitador tipo vortex.

A mistura foi incubada a —20°C por pelo menos 1 hora e centrifugada por 15 minutos
a 13.000xg. Apos a centrifugagao o sobrenadante foi descartado, o sedimento lavado
com 1 mL de etanol 70% gelado, centrifugado por 5 minutos a 13.000xg e o
sobrenadante descartado. Aliquotas de 20uL de TE foram adicionados aos tubos e
incubados a 37°C em banho-maria por 1 hora. A concentracdo do DNA foi obtida
utilizando-se o aparelho NANODROP®. Os DNA foram diluidos para a concentragao

de 600ng/uL e conservados a 4°C para uso imediato ou a -20°C para uso futuro.

Digestao do DNA com Enzima Pvu Il: Foram digeridos ~ 4,5ug de cada amostra de
DNA a ser analisada e da cepa de referéncia Mt14323 com Pvu Il, em um volume final
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de 30uL. A mistura foi preparada adicionando-se um volume de DNA contendo a
quantidade desejada, 1uL da enzima Pvu Il (10U/uL), tamp&o de enzima (10X) e
quantidade de agua destilada estéril para completar 30uL. A mistura da reacgéo foi
incubada em banho-maria a 37°C por 3 horas.

Southern Blotting: A separagdo dos fragmentos provenientes da restricdo das
amostras de DNA com a enzima Pvu |l foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1,0% em tampdo TBE 0,5X por 16 horas a 50 volts, e visualizado no sistema de
imagem MiniBis. Em seguida o gel recebeu tratamento com 500 mL de HCL 0,25M
por 10 minutos, seguido de duas lavagens com 500mL de NaOH 0,4M por 20 minutos.
O gel foi colocado em um sistema vacuum blotter apparatus (GE Healthcare Life
Sciences) para a transferéncia dos fragmentos de DNA para a membrana Hybond N-
Plus (GE Healthcare Life Sciences). Apos a transferéncia, a membrana contendo os
fragmentos de DNA foi lavada com 500mL de solu¢cdo SSC 2X (SSC 20X — NaCl 3M,
citrato de sodio 0,3M pH 7).

Producgao da Sonda pela PCR: Foram utilizados 20ng de DNA da cepa de referéncia
Mt14323 (M. tuberculosis) e os oligonucleotideos iniciadores INS 1 — 5" CGT GAG
ATC GAG GTG GC; INS 2- 5 GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA. O programa de
amplificagdo consistiu de: desnaturagéao inicial a 95°C por 10 minutos, 30 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 2 minutos e extensao a
72°C por 1 minuto. O produto da PCR foi submetido a dosagem da concentragéo do

DNA utilizando-se o aparelho NANODROP ® e armazenado a -20°C até o uso.

Marcacao da Sonda /IS67710: A sonda 1S6110 foi diluida com agua do Kit ECL (GE
Healthcare Life Sciences) para uma concentracdo de 10ng/uL, desnaturada a 100°C
em banho-maria por 5 minutos e resfriada imediatamente em gelo por 5 minutos. A
seguir foram adicionados volumes iguais de reagente de marcacéo e glutaraldeido
(Kit ECL) homogeneizados cuidadosamente e, incubados a 37°C por 10 minutos. A

sonda marcada foi utilizada imediatamente.

Hibridizacao e Detecg¢ao da IS6770: A membrana foi colocada numa garrafa de
hibridizagao e adicionado tampao de hibridizagdo aquecido a 42°C por 45 minutos.
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Em seguida, foi adicionada a sonda a membrana e incubada overnight. Apos o tempo
de incubagao, a membrana foi submetida a duas lavagens com 50mL de SSC/SDS a
55°C por 10 minutos, seguido de duas lavagens em 500 mL de tamp&o SSC 2X e uma

lavagem em agua destilada.

Detecgcdao por Quimioluminescéncia: Finalizada a etapa de hibridizagdo, a
membrana foi tratada com a mistura de volumes iguais de reagente de detecgéo 1
(peroxidase) e reagente de detecgéo 2 (luminol - Kit ECL) e em seguida sobreposta
por um Hyperfilm ECL (GE Healthcare Life Sciences) por um periodo de 30 minutos
para a deteccao dos perfis de RFLP- 1S6110. Os filmes foram revelados com solugao
reveladora (Kodak®) por um minuto, lavados em agua deionizada por um minuto,
fixados em solugdo fixadora (Kodak®) por um minuto, novamente lavados em agua

deionizada e agua corrente abundante, e secos.

Anadlise dos Resultados de RFLP-IS671710: Depois de secos, os filmes foram
digitalizados e os perfis analisados pelo software “BioNumerics”, versao 6.5 (Applied
Maths — Bélgica). Este programa fornece uma analise dos clusters utilizando a analise
de agrupamento pelo método de meédias aritméticas ndo ponderadas (UPGMA)
baseado no coeficiente de Dice para o pareamento, com uma tolerancia de 1,0% e

otimizagao de 1,5%.

Para a analise dos resultados foram seguidas as recomendag¢des de Tenover e
colaboradores (1997). Dois ou mais isolados foram considerados pertencentes a um
mesmo cluster quando seus padroes de RFLP eram indistinguiveis, isto é,
apresentaram o mesmo numero de bandas e as mesmas posi¢coes dessas bandas.
Aqueles clusters que apresentaram diferencas de uma até trés bandas foram
considerados membros de uma mesma familia (similaridade de 99% até 65%). Os
isolados que apresentaram padrées de RFLP totalmente diferentes dos demais

isolados foram considerados padrdes unicos (n&o cluster).
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4.4.3 Analise da regiao direct repeat (DR) — Spacer Oligonucleotide Typing
(Spoligotyping).

Este método foi realizado de acordo com o protocolo preconizado a seguir (BRUDEY
et al., 2000).

Amplificacao do Lécus DR: Foram utilizados nas reagbes de PCR 20ng de DNA e
as cepas M. tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG foram utilizadas como controles. A
PCR foi realizada utilizando 20pmol dos iniciadores DRa 5’ CCG AGA GGG GAC GGA
AAC 3’ —biotinilado e DRb 5’ GGT TTT GGG TCT GAC GAC 3’; 0,2mM de cada dNTP,
1,5mM MgCI 2, perfazendo um volume total de 50uL. O programa de amplificacéo
consistiu de desnaturagédo inicial do DNA a 96°C por 3 minutos; 35 ciclos de
desnaturacgao a 96 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1 minuto e extensdo a 72
°C por 30 segundos e um ciclo final de 72 °C por 5 minutos, em termociclador Gene
Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA).

Hibridizacao com a Membrana e Revelagao: Trinta microlitros do produto da PCR
foram diluidos em 150uL de 2x SSPE/ 0,1% SDS e desnaturados a 100°C durante 10
minutos e em seguida colocados em banho de gelo. Esta suspensao foi aplicada ao
miniblotter (MN45, Isogen, Holanda), onde previamente foi montada uma membrana
(Isogen, Holanda e posteriormente Ocimum Biosolutions Inc., Hyderabad India)
contendo as 43 sequéncias correspondentes aos espagadores conhecidos na regiao
DR de MTB, que foi lavada com 2x SSPE/ 0,1% SDS a 60°C por 5 minutos. A
hibridizagdo da membrana foi realizada a 60°C por 60 minutos.

Em seguida a membrana foi lavada duas vezes com 2x SSPE/ 0,5% SDS a 60°C por
5 minutos cada, e incubada com um conjugado de estreptavidina-peroxidase, a 42°C
por 60 minutos. A membrana foi entdo lavada duas vezes com 2x SSPE/ 0,5% SDS a
42 °C por 10 minutos, seguidos de 2 lavagens com 2x SSPE a temperatura ambiente.
Em seguida foi tratada com a mistura de volumes iguais de reagente de detecgédo 1 e
reagente de detec¢cdo 2 (IMMOBILON TM WESTERN - Chemiluminiscent HRP
Substrate - Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) e em seguida, sobreposta por

um filme por um periodo de 15 minutos.
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Reutilizagcado da membrana: As membranas de Spoligotyping podem ser utilizadas
por mais de uma vez. A quantidade de vezes que pode ser utilizada depende da
qualidade da membrana adquirida e da qualidade do tratamento da membrana
(Stripping) apos a hibridizagdo e detecgdo, em alguns casos podem ser reutilizadas
por mais nove vezes. Para a reutilizagdo numa outra hibridiza¢do, os produtos de PCR
s&o dissociados da membrana. Para isso a membrana € lavada duas vezes em SDS
1% a 80°C por 30 minutos a cada lavagem. Em seguida a membrana € lavada em
solucdo de EDTA 20 mM pH 8, por 15 minutos a temperatura ambiente. Transcorrido
esse tempo a membrana é armazenada em solucdo de EDTA 20 mM pH 8 a 4°C até

O Uso.

Interpretacao e Tabulagao dos Resultados: Apds revelacao, os sinais obtidos com
os 43 espagadores para cada isolado foram analisados, digitalizados, transformados
para formato binario (0 € falta de sinal e 1 € presenga de sinal) em tabela do Microsoft
Excel e comparados aos padrdbes no banco de dados SITVITWEB
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) para identificar o Shared
Interntional Type (SIT) (DEMAY et al., 2012). A partir do SIT as familias foram
identificadas de acordo com o banco internacional de espoligotipos SpolDB4
(BRUDEY et al., 2006). Os isolados que nao obtiveram correspondéncia a um SIT no
banco SpolDB4 foram denominados padrao novo e a probabilidade de pertencerem a
uma subfamilia foi calculada pelo Spotclust
(http://tbinsight.cs.rpi.edu/run_spotclust.ntml). Este software analisa os perfis com
base numa mistura de modelos como o SpolDB3 e o Random Initialized Model - RIM
(VITOL et al., 2006). Como norma do laboratorio, todo perfil novo era confirmado
repetindo-se a PCR e a Hibridizagao.
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4.5 Terceira etapa do estudo.

4.5.1 - Sequenciamento total do genoma.

Esta metodologia foi realizada em colaboragdo com o Laboratorio de
Micobacteriologia da Rutgers-New Jersey Medical School, em Newark, New Jersey.
Para isto os isolados selecionados foram congelados e enviados para o referido
laboratério.

As plataformas de NGS (Next Generation Sequencing), fornecem taxas de alta
transferéncia, gerando output de centenas de gigabytes (GB) de dados em um unico
experimento. Na maioria das vezes o numero total de reads (sequéncias curtas de
leitura) € muito maior que o numero de reads necessarios para cobrir 0 comprimento

da sequéncia de DNA.

Esse estudo utilizou a plataforma HiSeq 2500 lllumina®, a metodologia é baseada na
sintese da enzima DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados com
fluoréforos. A inovagdo dessa plataforma consiste na clonagem in vitro dos

fragmentos, processo conhecido como PCR de fase sdlida.

Resumidamente, o DNA é fragmentado aleatoriamente e, apds a fragmentacéo, dois
tipos diferentes de adaptadores sao ligados as extremidades dos fragmentos.
Posteriormente, esses fragmentos sdo desnaturados, distribuidos e imobilizados (por
uma extremidade) também de maneira aleatoria em uma superficie solida, baseada
na tecnologia “flow cell’ (revestida por uma camada densa de oligonucleotideos
complementares aos dois tipos ou adaptadores dos fragmentos). Os
oligonucleotideos atuam na captura da fita molde de DNA para amplificagdo
subsequente que ocorre para um processo denominado de amplificacdo em ponte
(RADFORD et al., 2012).

As préximas etapas da PCR geram pequenas ilhas ou clusters que servem como
clones para o sequenciamento seguinte. Essa plataforma utiliza o método por sintese,
onde é fornecida a cada cluster a enzima polimerase e os quatro nucleotideos
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marcados com diferentes fluorescéncias. A terminagdo 3'OH €& quimicamente
inativada, dessa forma garante que apenas uma base seja incorporada por ciclo. Apos
a incorporagao de cada nucleotideo ha uma geracdo de uma imagem que permite a
identificacdo de cada cluster. Existe um tratamento de desbloqueio quimico que
remove o radical fluorescente e a incorporagao do nucleotideo seguinte é sintetizado
no proximo ciclo. A sequéncia de cada cluster é identificada e submetida a uma
filtracdo para eliminar os reads de baixa qualidade. Essa plataforma pode produzir
leituras de até 150 pb e possui como principal vantagem a elevada qualidade dos

dados gerados.

As bibliotecas lllumina das culturas in vitro da cepa laboratorial H37Rv foram
preparadas utilizando kit da Illumina Nextera Flex Library prep. E o Kit lllumina’s
Nextera DNA CD Index (para os adaptadores), e as amostras de DNA normalizados
foram sequenciados na plataforma NextSeq 550 lllumina system no The Genome
Center of Rutgers-NJMS, Newark.

4.5.2 - Ferramentas de bioinformatica.

4.5.2.1 - FASTQC.

Para a etapa de verificagdo do controle de qualidade das reads que foram geradas
pelo sequenciador, utilizamos um software conhecido como FASTQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/) desenvolvido com uma linguagem de
programagao computacional em JAVA para verificar controle de qualidade de
sequéncias genémicas no formato FASTQ, SAM e BAM. Este software foi executado
a partir dos arquivos R1 (Foward) e R2 (Reverse) provenientes do sequenciamento
pela plataforma Illumina HiSeq 2500. O software utiliza uma interface grafica onde é
possivel analisar visivelmente regides do genoma sequenciado que poderiam conter

erros ou apresentar uma qualidade de sequenciamento duvidosa (ANDREWS, 2010).
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4.5.2.2 — Trimagem (Trimmomatic).

Uma das etapas primordiais € aprimorar a qualidade das bases de leitura (reads) para
evitar problemas ou erros nas etapas seguintes da montagem do genoma. Sendo
assim, utilizamos uma ferramenta chamada de TRIMMOMATIC, um software do tipo
“script” desenvolvido em linguagem computacional Java, exclusivo para a plataforma
lllumina, com o objetivo de remover os adaptadores utilizados na construgdo da
biblioteca gendbmica do sequenciamento. Os adaptadores podem ocasionar
problemas quando essas sequéncias forem anotadas (analisadas através de outros
softwares), remové-los pode tornar as sequéncias livres de interferéncias
metodoldgicas (BOLGER et al., 2014).

O programa € executado em etapas (rotinas), cada uma delas com uma determinada
funcado, a sequéncia e o controle de agao do software dependem de como o usuario
o executa na linha de comando (command line — Terminal), utilizando para isso as
linhas de comando através do console, o programa foi desenvolvido para sistemas

com base “UNIX’, separando as etapas com um “;” e os respectivos valores usados

foram:

- Remover os adaptadores (ILLUMINACLIP:NEXTERAPE-PE .fa:2:30:10)

- Remover bases com baixa qualidade N bases (baixa qualidade 3) (LEADING:3)

- Remover “trailing” baixa qualidade ou N bases (baixa qualidade 3) (TRAILING:3)

- Escanear a read com as 4-bases, cortando quando a qualidade média das bases for
abaixo de 15 (SLIDINGWINDOW:4:15)

- Cortar reads abaixo de 36, longas bases (MINLEN:36)

A lllumina utiliza diferentes adaptadores e por isso o software precisa ser configurado
para o adaptador utilizado na construgao da Biblioteca Gendmica.

4.5.2.3 - Montagem das amostras.

O sequenciamento do genoma completo compreende varios processos, podemos

destacar o processo de preparagao das bibliotecas de sequenciamento (preparagao
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das amostras que vao ser sequenciadas formando um input, ou melhor dizendo, o que
vai ser realmente lido na analise), o sequenciamento em si, € uma etapa complexa
que pode variar dependendo da tecnologia utilizada, no geral fragmenta o genoma em
varios pedacos menores que chamamos de “reads” e a etapa de reconstru¢cdo do
genoma bem como seu ordenamento na sequéncia original, a essa etapa chamamos

de montagem.

A montagem das amostras foi feita através do método de montagem “de novo” que se
refere a montagem de um genoma em que n&o se utiliza um modelo, ou um genoma
de referéncia. Essa abordagem tenta reconstruir os genomas explorando a
sobreposigao de leituras e a contiguidade das reads, para a analise foi utilizada a
ferramenta de bioinformatica “Spades”. O Spades (St. Petersburg genome assembler)
foi desenvolvido pela Universidade de St. Petersburg na Russia e pela Universidade
da Califérnia, USA. Langado sob licenga livre (https://github.com/ablab/spades) e
desenvolvido para a plataforma Linux e MacOS.

O algoritmo é especifico para a montagem de genoma bacteriano e é recomendado
apenas para genomas pequenos (BANKEVICH et al., 2012) o que justifica o seu uso
para este estudo.

O SPAdes pode realizar a montagem dos genomas para diferentes plataformas do
NGS: lon Torrent, PacBio, Nanopore e lllumina. Este software funciona de forma
similar a um outro software bem conhecido chamado de Velvet, montando os graficos
de Brujin e em seguida removendo bolhas na identificacdo de erros (Qquando ha uma
descontinuagdo na montagem dos contigs). Apds essa etapa sédo ajustadas as k-mers
e sdo estimadas suas distancias, os graficos das montagens sao construidos e por
ultimo s&o feitas as montagens dos Contigs (BANKEVICH et al., 2012).

De acordo com Gurevich e colaboradores o desempenho do software Spades €
melhor do que outros softwares como o conhecido Velvet nos parametros de cobertura
do genoma e na montagem de contigs coesos (GUREVICH et al., 2013). O Spades
utiliza arquivos de entrada no formato “fastq.gz” e o K-mer precisa ser especificado
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pelo usuario, os arquivos sao direcionados para uma pasta de saida, neste trabalho

testamos os k-mers 21, 30, 25 e 70, a melhor montagem foi utilizando o k-mer 21.

O Spades gera 25 arquivos de saida, os mesmos sdo organizados em pastas
contendo os k-mers “setados” pelo usuario. O arquivo mais importante é
“final.lib_data” contém todas as informagdes dos resultados da corrida: tamanho das

sequéncias, cobertura e numero de nucleotideos.

4.5.2.4 - RAST (Analise comparativa).

Apds a montagem dos genomas das cepas, utilizamos um ecossistema de softwares
para fazer a analise comparativa dos mesmos, um dos principais softwares que
compdem esse ecossistema € chamado de RAST. O RAST (Rapid Annotation Using
Subsystem Technology) é um Sistema web (http://rast.nmpdr.org) criado para a
anotagdo de genomas bacterianos e de Archeae, possui algumas ferramentas que
trazem informacdes que podem ser usadas no estudo comparativa do genoma,
informagdes da via metabdlica e alguns dados estatisticos de determinados sistemas
génicos. Este software permite uma analise com uma abordagem comparativa na

prépria plataforma web (AZIZ et al., 2008).

O RAST recebe como entrada um “upload” das sequéncias no formato “.fasta” no site
(http://rast.nmpdr.org) ou em linha de comando através da instalacdo de uma pequena
ferramenta chamada de “myRAST Toolkit”, o sistema processa as informagdes dentro
de aproximadamente um dia e o resultado pode ser acessado na plataforma. S&o
gerados trés arquivos como resultado, um com a extensdo “.gbk” (formato do
Genbank), outro com a extenséo “.gff". O software Artemis foi utilizado para essa
visualizagdo. A geracao do arquivo “.xIs” para analises contém informagdes essenciais
tais como: tipos de genes que s&o ordenados em grupos e fungdes, identificagao,
codificagédo das proteinas e suas determinadas fungdes contendo o codigo de acesso
dos bancos de dados e sua posicdo no genoma que pode ser muito util para a
identificacdo dessas regides.
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O pipeline (fluxo de trabalho) utilizado neste estudo foi executado da seguinte forma:
Primeiro os dados foram analisados qualitativamente para aferirmos a qualidade das
amostras, depois foram submetidos na plataforma RAST onde realizamos a anotacao
de genomas com bancos de dados curados, executando predicdo génica e
identificacdo de proteinas, foi realizada entdo uma analise para a identificagdo de
determinados grupos com o pipeline FIGfams e depois analisados com uma

abordagem comparativa de forma manual.

4.5.2.5 — Identificagao dos SNPs (SNIPPY).

O Snippy (https://github.com/tseemann/snippy) € um software sobe licenca GPL
desenvolvido para plataforma Linux e MacOS usado para encontrar SNPs (single
nucleotide polymorphism, ou em portugués, Polimorfismo de Base Unica). O programa
foi utilizado nesse estudo para identificagdo dos SNPs, indels (delegbes e insergdes),

usando um genoma de referéncia haploide (H37Rv).

Nesse trabalho essa analise dos SNPs foi feita usando analises de CoreSNIPPY, ou
seja, foram removidas as regides de repeticdo PE\PPE, que ndo s&o regides
consideradas nas analises Filogenéticas do Mycobacterium Tuberculosis. Na figura
10 observamos a linha de comando executada neste trabalho para o SNIPPY
(SEEMANN., 2014).

4.6 Aspectos éticos

Todos os procedimentos realizados para a obtencdo dos isolados utilizados neste
estudo foram realizados de acordo com as diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa envolvendo seres humanos e com aprovacdo no Comité Nacional de Etica
em Pesquisa sob Registro N° 14151, Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude — Universidade Federal do Espirito Santo, e pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Boston University Medical Center and Rutgers University—New
Jersey Medical School - New Jersey.
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Os procedimentos de coleta de amostras e os exames bacteriolégicos para o
diagnostico da TB nas Unidades de Saude e nos Laboratérios dos Municipios
participantes foram realizados de acordo com as praticas de biosseguranga instituidas
nesses locais. Os procedimentos bacteriolégicos e de biologia molecular foram
realizados de acordo com as normas de biosseguranca e as Boas Praticas

Laboratoriais instituidas nos locais da realizacédo dos testes.
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5. Resultados.
5.1 Fluxo de execucgao do trabalho.
O pipeline resumido de execugao do trabalho pode ser encontrado na figura 5 abaixo.

Um total de 48 amostras (24 pares) de dados gendmicos foram analisados e

organizados em pares.

FIGURA 5 - Fluxo resumido de execuc¢ao do trabalho.
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Durante as analises nenhuma amostra apresentou problemas durante a execugao do
pipeline, o tamanho dos arquivos somados foi de ~200Gb e todos foram devidamente
checados através de criptografia de duas chaves (conferir glossario).

O processo foi realizado para certificar a integridade dos arquivos apds download da

base de dados. O resultado final mostrou que durante o processo de transporte dos
dados nenhuma informacgao foi perdida/corrompida.
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5.2 Resultado das analises de qualidade.

Todas as amostras foram submetidas a uma analise de qualidade para apuragao da
suficiéncia da cobertura dos “reads” e para identificar possivel contaminacdo no
sequenciamento. A cobertura no sequenciamento refere-se a quantidade de vezes em
gue uma determinada sequéncia foi lida pela maquina de leitura do DNA. Os dados
foram testados com o software FASTQC e todas as amostras apresentaram cobertura

suficiente.

A cobertura minima no caso indice foi de 378X (amostra VV3015) e a maior cobertura
foi de 606X (Amostra CA3010). Nos casos secundarios a menor cobertura foi de 356X
que corresponde a amostra VT3059, enquanto a maior cobertura foi de 603X (Amostra
CA3038).

O tamanho do genoma teve uma média de 4.6 Milhdes de pares de bases,
correspondendo ao tamanho padrdao do genoma do H37RV que é utilizado como uma
cepa padrao (COLE et al., 1998).

5.3 Distribuicao dos SNPs ao longo do tempo.

Com o intuito de verificar e ratificar a quantidade de SNPs das cepas utilizadas neste
estudo, comparamos os nossos resultados com aqueles obtidos por Colangeli e
colaboradores (2020). Os SNPs foram quantificados pela utilizagdo de um pipeline
feito para o software Snippy e anotados a partir dos arquivos provenientes das
analises. A menor quantidade detectada de SNPs ocorreu na amostra CA3061. A
quantidade de SNPs obtidos nos casos secundarios a partir de seus casos indices
podem ser encontrados na tabela 3 abaixo.

O menor tempo entre o caso indice e a manifestacdo da doengca em forma ativa no

caso secundario, ocorreu no par de amostra VT3010 e o maior intervalo de tempo
ocorreu no par SE3013 e foi de 63 meses.
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TABELA 3 - Comparacgao entre as analises de SNPs das cepas de MTB utilizadas

por Colangeli e colaboradores e posteriormente por Cunha e colaboradores.

Amostras Tempo entre casos em meses Quantidade SNPs *Quantidade SNPs
(Cunha et al) (Colangeli et al)
1 CA3001 45 3 0
2 CA3010 40 5 1
3  CA3038 60 6 3
4  CA3043 10 8 0
5 CA3046 58 4 1
6  CA3050 21 4 0
7  CA3051 39 6 7
8 CA3061 24 1 0
9 CA3064 16 3 2
10 CA3077 13 4 3
11 CA3078 26 10 13
12 SE3001 1 9 4
13 SE3010 44 3 0
14 SE3013 63 8 1
15 SE3031 54 8 0
16 SE3035 38 6 8
17 SE3063 2 5 1
18 VT3010 0 2 1
19 VT3046 27 2 1
20 VT3050 10 13 1
21 VT3059 1 10 1
22 VT3067 34 4 4
23 VWV3012 45 9 0
24 V3015 11 7 3
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5.4 Distribuicao das modificacdes nas vias ao longo do tempo distribuidas em

subsistemas metabdlicos.

Podemos observar na tabela 4 as modificagbes identificadas, distribuidas dentro de
subsistemas envolvidos em algumas atividades metabdlicas dentro de célula. Os
dados apresentados sdo dos CS em comparagao aos ClI.

TABELA 4 - Alteragdes génicas e suas possiveis implicagdes nos subsistemas

bacterianos dos casos secundarios em relagcéo aos casos indices.

Amostras Tempo | Virulénciae | Parede |Transporte de| Regulacdo e |Dorméncial Resposta a|[Metabolismo|Proteinas| Outros
entre Cl e defesa Celular | membrana Sinalizagao stress de DNA
CSem celular
meses

VT3059 1 0 1] 0 0 0 0 0 0 0
SE3001 1 0 0
SE3063 2 0 0
VT3050 10 0 0 0 0 0
CA3043 10 0 0 0 0
VV3015 1 0 0 0 0
CA3077 13 0 0 0 0 0
CA3064 16 0 0 0 0 0
CA3050 21 0 0 0 0 0
CA3061 24 0 0 0 0 0

TOTAL 8 0 3 3 0 0 1 1 2

MEDIA 0.8 0 0.33 0.33 0 0 0.11 0.11 0.22
CA3078 26 1] 0 (1] 0 0 0 0 0
VT3046 27 0 1] 0 (1] 0 0 0 0 0
VT3067 34 1] 0 (1] 0 0 0 0 -
SE3035 38 0 0 0 0 0
CA3051 39 0 0 0 0 0
CA3010 40 0 0 0 0
SE3010 44 0 0 0 0 0
CA3001 45 0 0 0 0 -
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SE3031 54 0 0 0 _ 0 0

CA3046 58 0 0 0 0 0 0

SE3013 63 0 0 0 0 0 0

VV3012 45 0 0 _ 0 0 0 0 0 0
TOTAL 10 0 5 3 0 0 1 1 8
MEDIA 0.66 0 0.33 0.13 0 0 0.01 0.01 0.6

- Ganho de variagédo génica apenas no caso secundario.
- Perda de variagdo génica apenas no caso secundario.

- Perda e ganho de variagéo génica.

Durante o estudo podemos notar de modo geral a baixa frequéncia na alteragdo nos
subsistemas, no entanto, dentre as alteragbes detectadas foi possivel registrar uma
leve diminuicdo da média de alteragbes génicas na maioria dos subsistemas
bacterianos na fase tardia em relacédo a fase inicial de laténcia, destacando que os
subsistemas de viruléncia e transporte de membrana mantiveram uma taxa de
alteragdes semelhantes em ambas as fases, inicial e tardia e que ndo houveram

modificagdes nos subsistemas de dorméncia e resposta ao stress.

5.5 Analise preliminar dos dados das vias e fungcées afetadas pelas

modificagoes ocorridas.

A maior quantidade das modificagdes metabdlicas ocorreu no subsistema relacionado
a defesa celular e viruléncia, seguido do metabolismo de DNA e transporte de
membrana. Nao foram detectadas modificacbes no subsistema relacionado a
dorméncia. Os dados encontrados podem ser observados na figura 7.
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FIGURA 6 — Distribuicdo das modificacbes metabdlicas encontradas divididas ao

longo dos principais subsistemas de ocorréncia.

H Viruléncia

m Parede Celular

m Transporte de membrana
Regulagdo/Sinalizagdo

m Dorméncia

m Metabolismo de DNA

B Metabolismo de proteinas

m Acidos graxos e lipideos

H Sistemas baseados em cluster

B Aminodcidos

m Cofatores e aminoacidos

Ap6s o nome do subsistema é exibida a quantidade de modificagdes encontradas em relagao a

quantidade total, dentro de cada subsistema é mostrada a porcentagem das mesmas.

Os resultados detalhados das modificagcbes metabdlicas podem ser encontrados no
apéndice A na tabela 6 (pagina 81).
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5.6 Analise de aquisi¢ao ou perda de resisténcia nos casos secundarios.

Os resultados da analise comparativa em regides de resisténcia a um determinado

farmaco mostraram que nao existiu um caso em que o CS adquirisse ou perdesse a

resisténcia. Os dados foram analisados manualmente e apenas dois pares mostraram

resisténcia a Rifampicina e Estreptomicina. O par VT3067 foi o unico que mostrou

resisténcia a mais de um farmaco.

TABELA 5 - Analise de aquisi¢ao ou perda de resisténcia nos casos secundarios.

Cls/CSr ClIr/CSs CIr/CSr Cls/CSs Amostras
Drogas
Isoniazida 0 0 0 24 -
Etambutol 0 0 0 24 -
Rifampicina 0 0 1 23 VT3067
Bedaquilina 0 0 0 24 -
Fluoroquinolonas 0 0 0 24 —
Acido p-Aminosalicilico 0 0 0 24 --
D-Cicloserina 0 0 0 24 -
Estreptomicina 0 0 2 22 VT3067, VT3059

TOTAL 0 0 3

Cls/CSr = Caso indice sensivel e Caso Secundario resistente
CIr/CSs = Caso Iindice resistente e Caso Secundario sensivel
CIr/CSr = Caso Indice resistente e Caso Secundario resistente
Cls/CSs = Caso indice sensivel e Caso Secundario sensivel
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6. Discussao

Os avancos cientificos e tecnoldgicos nas areas da genética e biologia molecular
ocorridos nos ultimos anos, particularmente relacionados ao sequenciamento
completo do genoma bacteriano, contribuiram substancialmente para uma melhor
compreensao das relagdes da TB humana e do seu patdgeno. No presente estudo
nos valemos destes avangos para investigar variagdes gendmicas em cepas de MTB

em seu estado de dorméncia no hospedeiro humano.

A discussao dos resultados por nds obtidos e de suas possiveis implicacdes sera
apresentada a seguir sob a forma de subitens, com o intuito de facilitar didaticamente
a compressao das modificagdes ocorridas nos subsistemas bacterianos.

6.1 SNPs

O SNP (do inglés Single nucleotide polymorphisms) € uma variagao pontual em uma
unica base nucleotidica que ocorre em um determinado organismo, podendo afetar
ou nao o subproduto de um determinado gene (BROOKES., 1999). A frequéncia de
SNPs é geralmente maior em regides n&o codificadoras do que em regides
codificadoras. Fatores tais como a taxa de mutagao, recombinagao genética e selegao
natural podem influenciar a densidade de SNPs (Nachman, 2001; Barreiro et al.,
2008).

Colangeli e colaboradores (2020) ao investigarem a taxa de mutagcédo e tempo de
geracdo de M. tuberculosis durante ILTB verificaram que os isolados de M.
tuberculosis dos casos indices e dos contatos correlacionados diferiram um do outro
por uma média de 2,25 SNPs. As analises publicadas por Colangeli e colaboradores
(2020) foram executadas com a utilizacdo de dois pipelines, o MTBseq com uma
meédia de 2.25 SNPs e o SNPTB com uma média de 17.67 SNPs contra uma média

de 5.83 SNPs encontrados em nossa analise realizada com a utilizagado do software
Snippy.
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Embora em nosso estudo tenhamos observado uma quantidade de SNPs pouco
divergente daquela relatada Colangeli e colaboradores (2020), esta, no entanto, pode
ser considerada justificavel para este tipo de analise. De acordo com Bush e
colaboradores (2020) a utilizagdo de diferentes softwares/pipelines para um
determinado conjunto de amostras pode levar a resultados diferentes, isso pode ser
explicado pelo fato de que os programas executados pelos softwares podem conter
algoritmos bem diferentes.

6.2 Taxas de mutacao em M. tuberculosis durante o periodo de laténcia.

A capacidade dos microrganismos de persistirem em estados metabolicamente
inativos em seu hospedeiro ou no ambiente garante a sua sobrevivéncia em condi¢des
desfavoraveis e, provavelmente, contribui para a diversidade microbiana ao facilitar a
rigueza taxondmica em sistemas pobres em nutrientes. A persisténcia do MTB no
hospedeiro por anos pode ser explicada pela modificagao estrutural e epigenética das
células bacterianas, desenvolvendo formas que s&o menos imunogénicas
(PEDDIREDDY, DODDAM & AHMED., 2017) e com padrédo de expressao génica
diferente das formas replicantes (VOSKUIL, VISCONTI & SCHOOLNIK., 2004).

Essas células entram em um estado metabdlico denominado de dorméncia, em que
frequentemente diminuem de tamanho (ANUCHIN et al., 2009), apresentam
espessamento da parede celular (WAYNE & SOHASKEY., 2001), modificam seu
comportamento em relagdo ao metabolismo de macromoléculas (GENGENBACHER
& KAUFMANN., 2012) e apresentam perfil de tolerancia as drogas utilizadas no
tratamento da TB (LORAINE et al., 2016; SARATHY et al., 2018).

Essas células bacterianas podem sobreviver dentro de macréfagos e células
dendriticas, bem como em outros reservatorios incomuns, como células epiteliais ndo-
fagociticas, fibroblastos e adipodcitos (EHLERS, 2009). Um bom reservatério de MTB
no estado de dorméncia sdo microgranulomas presentes no pulméo de pessoas com
infecgao latente. Nestes individuos, pode ocorrer um equilibrio estatico onde ha pouca
ou nenhuma replicagdo dos microrganismos (EHLERS, 2009).
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Porém, o tecido pulmonar também pode apresentar formas replicantes de MTB que
estimulam células T, especialmente na area mais externa dos granulomas em
estruturas neolinféides. Ainda ha muita especulacdo sobre esse assunto,
principalmente por falta de modelos experimentais que possam acompanhar in vivo a
mudancga de infecgdo latente para uma infecgéo ativa. Tem sido alimentado o senso
comum em que o MTB se encontra em constante transigdo entre os estados
metabalicos ativo e latente (ULRICHS et al., 2004).

Nesta segunda forma (Latente), MTB é mantido em um estado quiescente, sendo este
contido pelo sistema imune do hospedeiro dentro dos granulomas (DUTTA;
KARAKOUSIS., 2014).

De acordo com Colangeli e colaboradores (2020) a LTBI do inglés "Latent tuberculosis
infection”, ndo compdéem um unico estado, podendo haver na verdade um espectro
entre outros estados durante a infeccéo latente, desta forma propdéem a divisdo da
LTBI em dois novos estados, o primeiro chamado de “laténcia precoce”, uma fase com
duracéo de zero a até dois anos, onde a taxa mutacional € predominantemente mais
elevada ocorrendo nesta fase a maioria dos casos de infecgdo secundaria (BEHR et
al., 2018). Apds esse periodo, chamado de laténcia precoce, MTB comecga a
transacionar para uma fase em que a taxa mutacional é mais baixa, sendo esta fase

denominada pelos autores de “laténcia tardia”.

Recentemente Colangeli e colaboradores (2020) relatam que a taxa de novas
mutagdes no genoma de MTB diminui drasticamente apos dois anos de infecgao
latente e que mutagdes indicativas de estresse oxidativo ndo aumentam com o

aumento do tempo de laténcia.

Neste contexto, nossos resultados corroboram com os mesmos encontrados por
Colangeli e colaboradores (2020). Como pode ser observado na tabela quatro, a
média de variagdes genéticas distribuidas em determinados grupos funcionais ao
longo dos dois primeiros anos s&o levemente maiores do que as encontradas no
restante do tempo, ou seja, nos dois primeiros anos ocorreram a maior quantidade de

variagbes genéticas ligadas a determinadas fungdes metabdlicas, o que poderia
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explicar a taxa mutacional mais elevada encontrada por Colangeli, de igual forma, a
reducdo da taxa mutacional apos os dois primeiros anos pode explicar a queda na
média de variagbes genéticas e consequentemente e do risco de reativagao
endogena.

6.3 Variagdes genéticas em M. tuberculosis durante o periodo de laténcia e suas

possiveis implicagoes.

Em razdo da abordagem de nosso estudo ser pioneira, n&do encontramos na literatura
cientifica artigos ou publicagbes detalhadas a respeito das altera¢gdes genéticas em
MTB que ocorrem durante o periodo de laténcia e suas possiveis implicacdes
bioldgicas. Diante deste fato, torna-se dificil estabelecer comparagdes e inferéncias
com os resultados obtidos em nosso estudo.

Com base nesta premissa abordamos alguns subtopicos organizados por algumas
das principais fungdes vias/grupos metabodlicas abordadas neste estudo, onde
modificacdes genéticas levaram a variagdes ativas a nivel de metabolismo nos casos
secundarios quando comparados com o0s seus respectivos casos indices. Estes

serdo chamados de variantes ou variagéo para fins didaticos terminoldgicos.

6.3.1 - Viruléncia:

Dentro deste grupo foram identificadas dezoito variantes nos casos secundarios. Em
uma cepa constatamos uma variagdo na familia de proteina PPE, uma familia de
proteinas que possui importante papel regulatério na geragédo de resposta antigénica
(ABDALLAH et al., 2006) e diferentes respostas no hospedeiro de acordo com seu
microambiente. Varios estudos apontam que essa familia de proteinas pode ser um
fator importante na viruléncia de MTB (VOSKUIL et al., 2004).

Em oito cepas foram encontradas variagdes relacionadas a proteinas “semelhantes”
a Esat6 (Early secreted antigenic target 6) na regiao génica RD1, ou seja, durante as
analises o resultado de determinados genes que sofreram alteragbes no caso

secundario quando comparado com seu caso indice, levaram a uma proteina muito
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similar a Esat6, essa inferéncia é feita através de uma comparagao da sequéncia
analisada e sequéncias encontradas em bancos de dados genéticos e de proteinas.
Ao comparar uma dada sequéncia X onde nao sabemos sua fungdo e uma sequéncia
B em um banco de dados onde a fungao dessa sequéncia € bem documentada por
outros pesquisadores, podemos inferir a fungdo da sequéncia X a partir da sequéncia
B quando a similaridade de ambas as sequéncias € alta, essa similaridade também é
chamada de grau de identidade (HARDISON., 2003).

Neste contexto, as analises sugerem que em oito cepas foram encontradas alteragdes
em uma regido génica responsavel por um operon de viruléncia com proteinas
semelhantes a Esat6. Infelizmente sdo necessarios mais estudos para a compreensao

profunda dos mecanismos envolvidos.

A quantidade de alteragbes encontradas sugere a importancia dessa via (Esat6) para
a bactéria, Derrick e Morris (2007) argumentam que esta proteina pode ter um papel
importante a apoptose de macrofagos humanos, enquanto BERTHET e colaboradores
(1998) demonstraram que a Esat6 compde uma regido deletada em cepas atenuadas
em Mycobacterium bovis BCG utilizado em vacinas, sugerindo que esse sistema pode
ter uma atuacao na viruléncia (BERTHET et al., 1998).

Em nove cepas foram constatadas alteracbes nos genes que codificam as [3-
lactamases, enzimas que catalisam a hidrolise do anel R-lactamico, impossibilitando
a atividade antimicrobiana. Apesar desta enzima n&o ser considerada um fator de
viruléncia, mantivemos neste contexto em razdo do software Rast (e seus
desenvolvedores) terem alocado esta variagdo dentro do grupo de viruléncia (DIAS et
al., 2018).

Os antibitticos beta-lactamicos foram usados pela primeira vez na década de 1940
para tratar infecgdes Gram-positivas. Esses antibidticos inibem a sintese da parede
celular ligando-se a transpeptidases que catalisam a reticulagdo de peptidoglicanos,
Estudos mostraram que uma forma alternativa de reticulagdo de peptidoglicano,
chamada L,D-transpeptidase, é predominante em MTB e é particularmente capaz de
tolerar a penicilina na fase estacionaria de crescimento (WIVAGG et al., 2014).
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6.3.2 - Transporte de membrana:

Grande parte das variacbes encontradas foram relacionadas ao transporte de
membrana. Em seis amostras foram identificadas variagbes no sistema de secrecao
de proteinas Esat6, em uma amostra no sistema oligopeptideo transportador ABC e

em outra amostra no sistema de aminoacilagdo de tRNA.

Grande parte das variagdes genéticas ativas (variagdo presente no caso secundario)
e ndo ativas (variagdo presente apenas no caso indice) foram associadas a regiao
Rv3879c, cuja expressao codifica uma proteina rica em alanina e prolina e presente
em cepas virulentas do complexo MTB e de acordo com Inwald e colaboradores
(2003), ndo possui papel importante na viruléncia.

6.3.3 - Regulacgao e sinalizagao:

Nas cepas CA3001, CA3043, CA3077 e SE3001 foram identificadas quatro variantes
ativas e nas cepas SE3010 e SE3031 duas variantes inativas, ou seja, presente
apenas no caso indice e que foram perdidas no caso secundario. Do total dessas 6
variantes, cinco estavam relacionadas ao grupo de proteinas WhiB.

Acredita-se que a proteina WhiB possua um papel importante na regulacédo do MTB
em situagdes de baixo oxigénio (SOLIVERI et al., 2000) atuando como um fator de
transcrigdo se ligando ou liberando DNA de acordo com as condigdes do ambiente
(CRACK et al., 2004).

A regulacdo do MTB durante a fase de laténcia e a forma ativa da doenga é crucial
para a bactéria, a quantidade de oxigénio disponivel pode ser uma variavel
determinante entre essas fases (RUSTAD et al., 2009). O gene WhiB codifica um total
de 7 proteinas com fungdes regulatorias, porém, infelizmente nossas analises nao

conseguiram determinar qual proteina WhiB foi o maior alvo dessas variagoes.

Com uma alta concentragdo de variagcbes em sistemas relacionadas a viruléncia,

esperavamos importantes variagbes em regides reguladoras associadas a tal
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caracteristica, pois, sabemos que a proteina WhiB7 possui papel importante na
viruléncia do MTB como demonstrado por Morris e colaboradores (2005), no entanto
nao conseguimos tracar tal paralelo devido as limitagbes dos softwares utilizados nas
analises e falta de concordancia nos pares afetados pelas variagdes associadas a

viruléncia e a regulagéo.

6.3.4 - Metabolismo de DNA:

Foram identificadas duas variagbes relacionadas ao metabolismo de DNA,
especificamente relacionadas a replicacdo. Uma variacdo foi encontrada na cepa
SE3031 e uma foi perdida no caso secundario na cepa SE3063. A implicagcao dessas
variagdes esta relacionada a uma exonuclease 5’ - 3’ YpcP, que pode atuar em uma
variedade de substratos contendo DNA e RNA, também atuando na maturagao de
fragmentos de okasaki, removendo o RNA desses fragmentos (RANDALL et al., 2019;
REUR et al., 2016).

6.3.5 - Sistemas baseados em cluster:

As analises realizadas demonstraram modificagcbes em sistemas baseados em
cluster, sistemas que possuem fungdes que envolvem proteossomos, ribossomos e
grupos relacionados a recombinagcdo (MEYER et al., 2008) de acordo com as analises
realizadas no sistema RAST.

Apenas a cepa SE3001 apresentou uma variagdo ativa no caso secundario, outras
trés amostras perderam uma variagao, essas foram as cepas CA3043, SE3031 e
VT3067, todas as quatro alteracdes identificadas estao relacionadas ao tRNA, a maior
parte dessas alteragbes foram na enzima GidA de modificagdo de uridina 5-

carboximetil aminometil.

Acredita-se que a proteina GidA junto com a proteina de ligacdo TrmE possua fungéo
enzimatica. A deficiéncia de ambas pode estar associada a uma diminuicdo da
biossintese de tRNA, modificado na posigdo cinco (SCRIMA e WITTINGHOFER.,
2004). Essa modificagdo na regido U34 nas posigdes dois e cinco podem
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consequentemente gerar moléculas de 5-metilaminometil-2-tiouridina (YOKOYAMA e
NISHIMURA., 1995) nas bactérias mutantes.

6.3.6 - Aminoacidos:

Duas variagdes foram encontradas relacionadas ao metabolismo de aminoacidos,
uma ativa na cepa CA3038 e outra perdida na cepa CA3010, ambos nos casos

secundarios.

As variagbes encontradas foram no metabolismo da arginina, especificamente na
biossintese de arginina, afetando a via da N-acetil-gama-glutamil-fosfato redutase
codificada pelo gene argC. Essa enzima é responsavel por catalisar a terceira etapa
na sintese de arginina, uma etapa de muito consumo energético pela bactéria
(VARGAS-LAGUNAS et al., 2017).

6.3.7 - Cofatores:

Duas variacdes relacionadas a cofatores foram encontradas, uma ativa na amostra
CA3010 e uma perdida na amostra SE3031. Ambas as variagdes estao relacionadas
a biossintese de menaquinona (também conhecida como vitamina K2) e filoquinona
(podendo também ser chamada de vitamina K1). A menaquinona e a filoquinona séo
importantes compostos transportadores de elétrons no sistema respiratério ou
fotossistema bacteriano (SONG., 2014).

O estudo realizado por UPADHYAY e colaboradores (2015) demonstrou que o
nocaute do gene mend, responsavel por sintetizar uma subunidade da menaquinona
(B-isopreno), pode levar MTB a perder a eficacia no processo de transporte de
elétrons, porém as micobactérias conseguem compensar e manter o nivel de ATP

elevado aumentando a concentragdo de menaquinona na membrana.

Ainda de e acordo com UPADHYAY e colaboradores (2015) o gene mend é

necessario para a sobrevivéncia da micobactéria em macréfagos humanos, e
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consequentemente seria um importante alvo para a acdo de compostos contra
micobactérias patogénicas (UPADHYAY et al., 2015).

6.3.8 - Acidos graxos e lipidios:

Nas nossas analises identificamos apenas uma variacéo relacionada ao metabolismo
de acidos graxos, essa variagao foi encontrada na amostra SE3013, o sistema afetado
foi o da biossintese de acidos graxos FASII.

Este sistema juntamente com o FASI esta envolvido na sintese de acidos micalicos,
tais componentes sao constituintes da parede celular de MTB protegendo o patégeno
contra produtos quimicos danosos a célula. A presenca de acidos micdlicos na parede
das micobactérias pertencentes ao complexo MTB, confere um tragco morfologico
bruto distinto conhecido como "cording" (algo como "encordoamento”) (TAKAYAMA
et al., 2005).

Muitas das caracteristicas das micobactérias sao relacionadas a sua parede celular
distinta que é constituida principalmente por lipideos e acidos micélicos, que formam
uma camada serosa e resistente a agua. Essa camada serosa torna as micobactérias
resistentes ao ressecamento, impede a entrada de farmacos na célula e potencializa

a sua viruléncia, ao inibir a sua digestao por fagocitos (TORTORA et al., 2016).

Nossas analises sugerem que o proteoma afetado pela variagdo encontrada seja a
enzima “enoil- (proteina transportadora de acila) (ACP) redutase”. Segundo
MARRAKCHI e colaboradores (2003), essa enzima é um importante catalisador da
reacao de ultima etapa no alongamento do acido graxo no sistema. Contudo, esta
observagao pontual, necessita de maior aprofundamento, para se avaliar as possiveis
consequéncias na alteragdo desta enzima e suas implicagdes nas vias metabdlicas

onde atua.
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6.3.9 - Resisténcia a drogas

O controle da TB é constantemente ameacado pelo surgimento de cepas resistentes
aos farmacos utilizados no tratamento desta doenca. Compreender as bases
moleculares e mecanismos envolvidos na resisténcia é de grande relevancia para o
diagndstico e orientagao terapéutica, pilares para o controle da doenga. Considerando
que mesmo em estado de dorméncia, MTB pode sofrer alteragbes em seu genoma,
indagamos mesmo que de forma improvavel se genes associados a resisténcia a

farmacos poderiam também sofrer alteragcdes na fase de laténcia da infeccédo (LTBI).

Ao realizarmos analises genbmicas de 24 cepas dos casos secundarios, n&o
constatamos variagdes relacionadas a perda ou ganho de resisténcia a farmacos, o
gue pode ser amparado de forma plausivel pelo fato de que a frequéncia de mutagdes
que conferem algum tipo de resisténcia em MTB sdo muito raras, com cerca de uma
mutagdo em INH ocorrendo em 10° replicagdes, em RIF ocorrendo em 108, em EMB
ocorrendo em 108, em Strep 106 e em INH + RIF ocorrendo em 10" conforme
demonstrado por Ford e colaboradores (2003).

Das vinte e quatro cepas estudadas apenas trés apresentaram resisténcia a algum
tipo de droga. A cepa VT3067, tanto o caso indice como o caso secundario,
apresentou resisténcia a Rifampicina. Era esperado que a perda da resisténcia ou o
seu ganho no caso secundario fosse um evento incomum, pois genes responsaveis
pela resisténcia a Rifampicina sdo em sua maioria dominios conservados, dessa

forma, nossos resultados corroboram com TELENTI e colaboradores (1993).

De forma semelhante os casos indices e seus respectivos casos secundarios das
cepas VT3067 e VT3059 apresentaram resisténcia a Estreptomicina, um
medicamento muito utilizado no tratamento da TB. A resisténcia mantida nos casos
secundarios também pode ser explicada por areas genéticas altamente conservadas
(HONORE e COLE., 1994).
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6.3.10 — Comentarios finais

A taxa de mutacdo do MTB pode ser modulada dentro do hospedeiro e devido a isso
causas ambientais podem ser fatores mutagénicos importantes durante a infec¢ao
pelo MTB, consequentemente influenciando a taxa de mutagdo que varia de
hospedeiro para hospedeiro (MCGRATH et al., 2014).

As alteragdes no genoma de MTB durante a LTBI, fase em que a bactéria se encontra
em um ambiente adverso ocorrem em baixa frequéncia, conforme demonstrado em
nosso estudo, principalmente apds 24 meses da infeccéo latente. Além disto, estas
alteracbes, como demonstrado de forma pioneira em nosso estudo ndo podem ser
desprezadas, pelo contrario, apresentam grande complexidade e necessitam de

nAa

estudo complementares utilizando-se outras "0micas" para corroborar as implicagdes
biolégicas das alteragdes gendbmicas de MTB aventadas neste estudo, durante o

periodo de dorméncia da bactéria.
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7. Conclusoes

1 - Alteracdes genéticas em M. tuberculosis durante o periodo de dorméncia ocorrem

em baixa frequéncia;

2 - Alteracdes genéticas de M. tuberculosis ocorrem com maior frequéncia nos dois
primeiros anos da infeccéo latente (LTBI) do que nos anos subsequentes a este
periodo;

3 - AlteracGes genéticas em M. tuberculosis durante o periodo de dorméncia sdo mais

comumente observadas no subsistema de viruléncia e de transporte de membrana;

4 - Alteragcbes nos subsistemas de dorméncia e resposta ao stress ndo ocorrem
durante o periodo de dorméncia, possivelmente para manter a integridade das
fungdes desses genes fundamentais para sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro;

5 — Nao ocorrem alteragdes genéticas que levam a perda ou ganho de resisténcia de
M. tuberculosis durante o periodo de dorméncia;

6 - As alteracdes genéticas em M. tuberculosis durante o periodo de dorméncia
apresentam grande complexidade e necessitam de estudos complementares

nAa

utilizando-se outras "6micas" para corroborar as implicagdes bioldgicas das

alteracdes gendmicas de MTB aventadas neste estudo.
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APENDICE A - Analise preliminar dos dados das vias e funcdes afetadas pelas

modificagoes ocorridas.

Os dados das vias afetadas, assim como sua fungédo ao longo do tempo nos casos

secundarios em relagao aos casos indices sdo mostrados na tabela 6 abaixo.

TABELA 6 — Dados detalhados das modificagcdes metabdlicas encontradas

Sistemas Afetados no caso secundario com
Amostra variante ativa Subsistemas
CA3001 Sistemas de estabilizagdo de replicon de toxina- Regulagéo e sinalizagao
antitoxina celular
Tiorredoxina-dissulfeto redutase Metabolismo do enxofre
Resisténcia a antibidticos e compostos téxicos Viruléncia
Cofatores de quinona Cofatores e aminoacidos
CA3010
Arginina; ciclo da ureia, poliaminas Aminoacidos (Perda)
Translocagao de proteinas através da membrana Transporte de Membrana
citoplasmatica (Perda)
CA3038 Arginina; ciclo da ureia, poliaminas Aminoacidos
Translocagao de proteinas através da membrana Transporte de Membrana
citoplasmatica
Resisténcia a antibidticos e compostos téxicos Viruléncia
Operon de viruléncia de Mycobacterium com Viruléncia
proteinas semelhantes a Esat6
CA3043 Modificagdo de RNA e cluster de particdo de | Subsistemas baseados em
Cromossomos cluster
Proteinas regulatérias do tipo WhiB e WhiB Regulagao e Sinalizagao
CA3050 Operon de viruléncia de Mycobacterium com Viruléncia
familia PE e proteinas semelhantes a Esat6
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Translocacgao de proteinas através da membrana
citoplasmatica

Viruléncia (Perda)

CA3051
Translocagao de proteinas através da membrana Transporte de membrana
citoplasmatica
CA3061 Beta-lactamase Viruléncia
CA3064 Sistema de secregao de proteinas ESAT-6 em Transporte de membrana
Actinobactérias
Proteinas regulatérias do tipo WhiB e WhiB Regulagao e Sinalizagao
Operon de viruléncia de Mycobacterium com Viruléncia
proteinas semelhantes a Esat6
CA3077
Beta-lactamase Viruléncia
Beta-lactamase Viruléncia
CA3078 Operon de viruléncia de Mycobacterium com Viruléncia
proteinas semelhantes a Esat6
SE3001 Modificacdo de RNA e cluster de particdo de Subsistemas baseados em
Cromossomos cluster
Proteinas regulatorias do tipo WhiB e WhiB Regulagao e Sinalizagao
Beta-lactamase Viruléncia
SE3010 Proteinas regulatérias do tipo WhiB e WhiB Regulacgéo e Sinalizagao
SE3013 Biossintese de acidos graxos FASII Acidos graxos e lipideos
SE3031 Provavel 5'-3 'exonuclease Bsu YpcP Metabolismo de DNA
Modificacdo de RNA e cluster de parti¢cdo de Subsistemas baseados em
Cromossomos cluster (Perda)
Biossintese de Menaquinona e Filoquinona Cofatores e aminoacidos
Proteinas regulatorias do tipo WhiB e WhiB Regulacéo e sinalizagao
Aminoacilagdo de tRNA, Pro Metabolismo de proteina
Operon de viruléncia de Mycobacterium com Viruléncia
proteinas semelhantes a Esat6
Sistema de secrecgéo de proteinas ESAT-6 em Transporte de membrana
SE3035 Actinobactérias
Beta-lactamase Viruléncia
SE3063 Provavel 5'-3 'exonuclease Bsu YpcP Metabolismo de DNA

Sistema de secrecgéo de proteinas ESAT-6 em
Actinobactérias

Transporte de Membrana
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VT3010 Sistema de secrecgéo de proteinas ESAT-6 em Transporte de Membrana
Actinobactérias
Beta-lactamase Viruléncia
\VVT3067 Operon de viruléncia de Mycobacterium com Viruléncia
proteinas semelhantes a Esat6
Beta-lactamase Viruléncia (Perda)
Modificacdo de RNA e cluster de particdo de Subsistemas baseados em
Cromossomos cluster
VV3012 Sistema de secrecgéo de proteinas ESAT-6 em Transporte de membrana
Actinobactérias
Operon de viruléncia de Mycobacterium com Viruléncia
proteinas semelhantes a Esat6
Beta-lactamase Viruléncia
Aminoacilagdo de tRNA, Pro Metabolismo de proteina
VV3015 ¢
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GLOSSARIO

Anotagao: Processo de expandir o conhecimento/dados de um determinado alvo de
estudo. Em bioinformatica pode se referir ao processo de extrair informacdes de dados
brutos.

Baixa cobertura: Baixa quantidade de vezes em que a maquina de sequenciamento

leu um determinado trecho de DNA.

Read: Durante o sequenciamento o DNA é fragmentado em pedagos pequenos para
que a leitura das bases seja realizada, esses fragmentos sdo chamados de reads.

Trimagem: O sequenciamento completo do genoma envolve varias enzimas,
produtos quimicos e bioldgicos. Um desses produtos s&do chamados de adaptadores,
os adaptadores auxiliam o sequenciamento, por vezes levando um determinado “read”
a uma base de leitura. O processo de trimagem ocorre para remover esses
adaptadores apds o sequenciamento, dessa forma, evitando que determinadas

sequéncias nao influenciam nas analises.

k-mer: Subsequéncias de tamanho variavel usadas durante a montagem do genoma.
Pipeline: Script de execug¢ao e uma determinada técnica. Em bioinformatica pode se
tratar de um script para automatizar a execucdo de um determinado software em
amostras.

SIDA: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Doenga causada pelo virus do HIV.

Bioinformatica: Ramo da ciéncia que aplica a ciéncia da computacado, matematica e

estatistica as ciéncias biologicas.

SNPs: SNPs sao polimorfismos de base unica (Single nucleotide polymorphism -
SNP), sdo modificagdes pontuais que ocorrem no genoma a nivel de nucleotideo,
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essas modificagdes podem envolver uma remog¢ao de uma base nitrogenada, a adigao

de uma base ou um rearranjo complexo entre bases.

Montagem: O sequenciamento do genoma completo por vezes fragmenta a
sequéncia de DNA de um determinado organismo para sequencia-lo. O processo de

reconstrugdo da sequéncia original do DNA é chamado de montagem.

Criptografia de duas chaves: Método utilizado para certificar a integridade de
arquivos que trafegam pela internet ou em uma rede interna. O arquivo recebe uma
criptografia (numero de identificagdo criado a partir de dados binarios), a criptografia
€ atrelada ao arquivo de modo que ele seja lido através de determinados indices.
Quando o arquivo deixa a origem a integridade pode ser checada na outra ponta
através do indice criado. Caso o indice ndo seja correspondente, o arquivo pode estar

corrompido.
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