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FREQUENCIA DE MUTACOES NOS GENES KATG E K454 EM CEPAS DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS RESISTENTES A ISONIAZIDA EM
ISOLADOS CLINICOS DO ESTADO DA BAHIA, BRASIL.

RESUMO

Esse trabalho objetivou conhecer a freqii€ncia mutacional dos genes katG e kasA em 104
cepas de M. tuberculosis selecionadas na micobacterioteca do Laboratério Central de Saude
Publica Prof. Gongalo Muniz, do Estado da Bahia (LACEN-BA), isolados no ano de 2007.
Ap0s o cultivo do microorganismo em meio Lowenstein-Jensen e a extra¢do do seu DNA, tal
material foi analisado através da técnica de PCR-RFLP, utilizando-se os primers e enzimas de
restricdo responsaveis respectivamente pela obtencdo do fragmento especifico relacionados
aos codons 315 do gene katG e 269 do kasA, e identificacdo da presenca ou ndo de mutacdo
nas cepas. Os dados mostram que 46,2% das micobacterias resistentes a INH tinha mutagéo
para katG, e 34,6% apresentavam mutacdo em kasA. Das cepas sensiveis a esse mesmo
farmaco, observou-se uma freqiiéncia nula para o katG, enquanto que para o kas4 foi de
46,2%. Foi avaliada também a analogia entre os genes mutantes ¢ a producdo de cepas
resistentes aos outros quimioterapicos utilizados no tratamento da tuberculose, além da
relacdo de dependéncia entre os mesmos. Os resultados encontrados permitem considerar que
0 katG funciona como um bom marcador para identificacdo de cepas resistentes a INH,
enquanto que para o kasA essa realidade ¢ adversa. Vale lembrar ainda que a freqiiéncia de
mutacdo encontrada em katG ¢ baixa quando comparada com os achados de outras
publicacdes, e que trabalhos posteriores devem ser realizados, com o objetivo de elucidar a
freqiiéncia de mutagao de outros genes, como tbnat, inhA e ahpC.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Resisténcia; Isoniazida.
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FREQUENCY OF MUTATIONS IN GENES KAS4 AND KATG IN STRAINS OF
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS RESISTANT TO ISONIAZID IN CLINICAL
ISOLATES IN THE STATE OF BAHIA, BRAZIL.

ABSTRACT

This study has investigated the frequency of katG and kasA genes mutation in 104 strains of
M. tuberculosis selected at the Central Laboratory of Public Health Professor Gongalo Muniz,
Bahia State (LACEN-BA), identified in 2007. After culturing the microorganism in
Lowenstein-Jensen and extracting their DNA, this material was analyzed by PCR-RFLP,
using primers and restriction enzymes which are responsible for attainment of specific
fragment related to codon 315 of gene katG and 269 kasA, and identifying the presence or
absence of mutation in the strains respectively. Data showed that 46.2% of mycobacteria
resistant to INH had katG mutation, and 34.6% had a mutation in kasA. In strains sensitive to
the same drug, there was a null frequency for the katG, whereas for the kas4 was 46.2%. We
also evaluate the analogy between genes and the production of mutant strains resistant to
other chemotherapeutic drugs used to treat tuberculosis and the relation of dependence
between them. The results support the view that katG works as a good marker for
identification of strains resistant to INH, even so for the kasA that reality is adverse. It is also
worth noting that the frequency of mutations found in kat¢G is low compared with the findings
of other publications, and that further studies should be performed in order to elucidate the
frequency of mutation of other genes, as tbnat, inhA and ahpC.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Resistance; Isoniazid.
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1 INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) ¢ a segunda doenca infecto-contagiosa que mais mata em todo o
mundo, estimando-se que aproximadamente um ter¢co da populacdo mundial esteja infectada
pelo Mycobacterium tuberculosis, o que resulta em dois milhdes de mortes a cada ano. Essa
doenca atingiu proporgdes alarmantes, e hoje ¢ considerado um agravo a saude publica,
principalmente em virtude da redu¢do dos investimentos em medidas profilaticas durante duas
décadas, sobretudo, desde a implantacdo da Isoniazida (nos anos 50) na quimioterapia de
curto prazo para TB quando se acreditava que a doenca estivesse sob controle. Somando-se a
isso a combinacdo de fatores demograficos, os movimentos populacionais, a expansdo da
epidemia do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) e o aumento da resisténcia as
drogas.

Em 1993, a OMS declarou a TB como emergéncia global e, desde entdo, vem
desenvolvendo politicas para conté-la. Estima-se que se a efetividade do controle da TB nao
obtiver melhoras substanciais, o nimero de casos novos passard dos 200 milhdes em 2001
para perto de um bilhdo no ano de 2020. O Brasil esta entre os principais paises, ocupando a
15 posigdo entre as regides com a maior prevaléncia da doenga.

Apesar do agente causador da TB humana ser altamente infectante, sua capacidade de
desenvolver a doenga clinica ¢ relativamente baixa. Os fatores predisponentes ao
desenvolvimento da doenga ndo foram totalmente elucidados, mas, de maneira geral, eles sdo
atribuidos a uma combinagao entre fatores ambientais e sociais, caracteristicas do hospedeiro

e da linhagem do M. tuberculosis.
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Fatores sociais tipicos de nagdes em desenvolvimento, como pobreza, desnutricao,
estresse, superpopulagdo e exposicdo a micobactérias ambientais, influenciam a
susceptibilidade a TB. Contudo, existem evidéncias de que caracteristicas genéticas
multifatoriais, idade, estado imunoldgico do individuo, além de doengas concomitantes e/ou
pré-estabelecidas podem predispor os individuos, seja de forma positiva ou negativa.

Adicionalmente, a emergéncia e a disseminagdo de linhagens de M. tuberculosis
resistentes a multiplas drogas (MDR-TB) também se tornaram uma séria ameacga para o
controle da TB. De acordo com o Ministério da Saude do Brasil (2008), para que uma cepa
seja considerada MDR-TB, ela precisa ser resistente a pelo menos isoniazida e rifampicina.
Vale ressaltar que tais farmacos, juntamente com a pirazinamida, compdem a primeira linha
de tratamento dessa doenca.

A isoniazida (INH) ¢ classificada como o mais potente quimioterdpico utilizado no
tratamento da TB, ndo apenas em comparagdo aos farmacos da primeira linha de tratamento,
mas também quando comparado a todos os outros utilizados para a destruicdo das
micobactérias. Isso acontece por que ela apresenta diferentes mecanismos de agdo no
microorganismo, que vao desde destruicdo e inibicdo da parede celular, at¢ a perda de
macromoléculas do microorganismo, como por exemplo, o seu acido desoxirribonucléico
(DNA).

Esse antibidtico ¢ classificado como uma pro-droga, encontrando-se inativo antes de
penetrar no microorganismo. Apoés a ingestdo do medicamento, ele ira se distribuir
sericamente por todos os tecidos até atingir os bacilos de Koch. Depois da internalizacdo do
farmaco pelo microorganismo, o mesmo sera ativado através da enzima catalase-peroxidase,
sintetizada pelo gene katG, alterando a estrutura tridimensional deste quimioterapico e
ativando-o.

A catalase-peroxidase ¢ uma enzima produzida por muitas bactérias, dentre elas a
Escherichia coli e o proprio Mycobacterium tuberculosis. Essa proteina estd envolvida nos
mecanismos moleculares de defesa do microorganismo contra o oxigénio reativo e radicais
livres, transformando-os em agua e gases nao toxicos que serdo liberados ou re-utilizados pelo
proprio organismo. Entretanto, ela também ¢ responsavel por reagir com a INH,
transformando-a em subprodutos toxicos para o microorganismo, como o Acido Iso-
Nicotinico, Piridina 4-Carboxialdeido e radicais Acila, dentre outros substratos.

A descoberta da relagdo entre a fungdo do gene katG (em 1992) e a susceptibilidade a
INH, associado com a observagao do nimero crescente de cepas resistentes apenas a INH

(INHR) e/ou cepas MDR-TB, direcionou investimentos cientificos objetivando melhor
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entendimento desse gene. Trabalhos posteriores foram realizados nas mais diferentes regides
do globo, mostrando que todas as cepas mutantes eram resistentes ou apresentavam uma
Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) aumentada, contudo, observou-se que nem todas as
cepas resistentes a INH tinham necessariamente alguma mutacao nesse gene.

Em meados da década de 90, o gene kasA comegou a ser apontado, também, como um
possivel gene-foco na producdo de resisténcia, pois ele mostrou-se importante na codificagdo
de uma proteina transportadora, conhecida como B-Cetoacil Sintetase. Tal proteina estd
envolvida no alongamento dos 4cidos graxos (principal sitio de agcdo da INH), intermédio na
via de biossintese dos acidos micolicos, importante para a formagdo da parede celular dos
microorganismos pertencentes ao género Mycobacterium. No entanto, essa relagdo entre kasA
versus cepas INHR ainda ndo estd muito bem elucidada.

Outros genes também foram apontados como ligados a resisténcia a INH. Dentre eles,
pode-se citar o inhA, responsavel na participacdo da sintese protéica do acidos micolicos que
compdem a parede celular das micobactérias; e o operon OxyR-ahpC, formado pele gene
oxyR, responsavel pelo processos oxidativos induzidos na presenga de H,O,, e por regular o
gene ahpC. Esse ultimo, por sua vez, codifica uma pequena subunidade da enzima Alquil-
Hiroperoxidase Redutase, responsavel por reduzir peréxidos orginicos por seus respectivos
alcoois, ativando também a INH.

Atualmente, estudos moleculares destes genes permitem, dentre outras coisas, tragar o
perfil epidemiologico molecular das distribui¢des das cepas INHR e/ou MDR-TB espalhadas
pelo mundo. Além do mais, possibilitam o entendimento da dindmica de transmissdo e a
identificacdo dos fatores de risco em uma comunidade micobacteriana, bem como a
compreensdo dos seus diferentes mecanismos, que, por sua vez, auxiliam na descoberta de
novos agentes terapéuticos, assim como no desenvolvimento de métodos de diagnostico
moleculares rapidos e eficientes, objetivando um tratamento direcionado, eficaz e com menor
efeito lesivo para o paciente.

Diante do exposto, esta pesquisa busca conhecer a incidéncia da mutagdo dos genes
katG e kasA em cepas de M. tuberculosis resistentes e sensiveis a INH isolados do estado da
Bahia (2007), assim como verificar se o aparecimento de cepas mutantes estardo
obrigatoriamente vinculados ao surgimento de microorganismos nao responsivos ao

tratamento com a INH, além dos outros quimioterapicos utilizados no tratamento da TB.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a freqiiéncia de mutacdo nos genes katG e kasA em isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis resistentes/sensiveis a INH, no estado da Bahia, correlacionando

as mutagdes com o surgimento de cepas ndo responsivas ao tratamento.

1.1.2  Objetivos especificos

e Verificar a freqiiéncia de muta¢do para os genes katG e kasA em cepas de
Mycobacterium tuberculosis;

e Relacionar a influencia da mutagdo com o surgimento de fenotipos
resistentes/sensiveis a INH, para ambos os genes;

e Relacionar a influencia dessas mutagdes com a produgdo de resisténcia e/ou
multirresisténcia a outros farmacos utilizados no tratamento da TB;

e Analisar a relagdo de dependéncia entre a INH e o outros farmacos utilizados

no tratamento da TB.
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2 TUBERCULOSE: ASPECTOS GERAIS

2.1 A doenca

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga infecto-contagiosa de carater cronico causada pelo
complexo Mycobacterium tuberculosis, o qual inclui M. tuberculosis (também conhecida
como bacilo de Koch), M. bovis, M. africanum, M. microti e o mais recentemente descoberto
M. canettii. Humanos sdo os reservatorios primordiais do M. tuberculosis e M. africanum, e
os bovinos para o M. bovis, entretanto, a pasteurizacdo do leite foi responsavel pela
diminui¢ao do niimero de casos dessa ultima espécie (BERTOLLI FILHO, 2001).

A Peste Branca, como também ¢é conhecida essa doenga, foi definida desde meados do
século passado como sendo uma “moléstia social” que, alinhada a sifilis e ao alcoolismo,
constituiram-se em um dos principais conjuntos desafiadores da ordem social (BERTOLLI
FILHO, 2001).

De acordo com a American Thoracic Society (2000), existem varios fatores
determinantes na infec¢do por TB, sendo eles: Infectividade do paciente que expele as
particulas contaminadas; a concentragdo de organismos no ar, determinado pelo volume do
espago, ventilagdo e a distancia da exposicao, e; o estado imunologico do individuo expostos.

A transmissao do M. tuberculosis ocorre através de tosse € espirro ou outros aerossois
contendo quantidade suficiente de microorganismo. Tais particula apresentam de 1 a Sum de
tamanho e podem permanecer suspensos no ar por um longo periodo de tempo, apods terem
sido expulsos dos alvéolos. Em contraste, grandes particulas depositadas na parede das vias
respiratorias sdo efetivamente levadas pelo aparato mucociliar para o trato respiratdrio
superior ¢ apesar de dificilmente serem dispersas, apresentam uma carga bacteriana

relativamente alta (TIRUVILUAMALA e REICHMAN, 2002).
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Ap6s serem inalados, os microorganismos se depositardo nos alvéolos, encontrando-se
com os macrofagos alveolares, onde serdo posteriormente fagocitados. Apesar de ainda ndo se
conhecer nenhuma endotoxina ou exotoxina produzida por esse microorganismo, o
mecanismo de digestdo do Mycobacterium nao ocorrera dentro daquela célula, fazendo com
que a mesma conduza-o consigo por via linfatica através do corpo, podendo se instalar em
outros orgdos. O estabelecimento da TB em pessoas com a resposta imune intacta ¢
caracterizado pela formagdo do granuloma, ocorrendo a ativagdo dos linfocitos e formagéo de
agregados de macrofagos, limitando a multiplicagdo do M. tuberculosis naquele local
(BRASIL, 2008).

A TB pulmonar pode se apresentar em diferentes formas, sendo a primaria e a
secundaria as mais comuns. A primdria resulta da infec¢do inicial do bacilo, sendo a inalagao
o principal mecanismo utilizado pra a invasdo; a secundaria, por sua vez, se caracteriza pelo
estabelecimento do microorganismo no corpo do paciente, caracterizando a fase cronica da
doenga (TIRUVILUAMALA ¢ REICHMAN, 2002).

Outra forma clinicamente observada ¢ a tuberculose ectopica. Nesse tipo de lesdo,
observar-se-a 0 acometimento de outros 6rgdo do corpo, como 0ssos, figado, rins, linfonodo,

etc (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVALENCE, 1994).

2.2 Caracteristicas do Mycobacterium tuberculosis

O Mycobacterium tuberculosis ¢ um bacilo alcool-acido resistente, que mede
aproximadamente de 1 a 10 pm de comprimento por 0,2 a 0,6 um de largura, aflagelado, e
ndo formador de esporos, nem produtor de toxinas. E um microorganismo aerdbio estrito e
intracelular facultativo, podendo ser encontrado intracitoplasmaticamente parasitando e se
multiplicando em células fagocitarias. Além disso, ele possui longo periodo de geragdo (de 16
a 48 horas), dependendo da oferta de oxigénio, de nutrientes ¢ do pH do meio (KRITSKI et
al., 2000).

Quando crescidos em meio de cultura, apresentam coldnias de cor creme (Figura 1),
rugosas. De acordo com o Ministério da Saide (BRASIL, 2008), o meio adequado para o seu
crescimento ¢ o Lowenstein-Jensen (LJ), ¢ o microorganismo devera ser inoculado em

temperatura de 37° C.



23

e —

Figura 1 - Meio LJ contendo colonias de M. tuberculosis.

Fonte: Autor.

Morfologicamente, o envelope microbiano tem sido apresentado por diversos autores
como um modelo esquematico, composto por parede celular, membrana citoplasmatica, além
de outros componentes, como serao posteriormente citados. Sua complexa parede celular
(Figura 2) ¢ composta majoritariamente por acidos graxos, como o acido micdlico, que sao
covalentemente ligados ao arabinogalactano (BRENNAN e NIKAIDO, 1995). Tais acidos
possuem certa afinidade com o corante Fucsina, gerando complexos que sdo responsaveis pela
caracteristica tintorial de resisténcia a descoloracdo por solugdes alcool-acidas, apresentada
por esse microorganismo, que sio entdo designados como Bacilos Alcool-Acido Resistentes
(BAAR). Tais caracteristicas tintoriais e o aspecto morfologico ndo permitem a diferenciagao
das espécies micobacterianas, embora algumas se apresentem morfologicamente mais
espessas e curvas (BRASIL, 2008). Para a definigdo da espécie ¢ preciso que os bacilos sejam
isolados em meio de cultivo e identificados por testes fenotipicos e/ou moleculares (BRASIL,

2008; DEL PORTILLO, 1991).
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Figura 2 - Modelo esquematico da parede celular do M. tuberculosis.

Fonte: Brennan e Nikaido, 1995.

Os acidos micolicos sdo longas cadeias de acidos graxos a-alcil-B-hidroxi (R’-
CH[OH]-CH[R”’]-COOH) exclusivos da micobactéria e outros microorganismos com
taxonomias proximas. R’ representa a cadeia de meromicolato contendo de 50 a 56 dtomos de
carbono e R’ ¢ um curto alifatico possuindo de 22 a 26 4tomos de carbono. A biossintese de
acidos graxos na micobactéria, diferente das outras bactérias, apresentam duas vias distintas,
nomeadas por sintese de acidos graxos tipo I (FAZ-I) e sintese de acidos graxos do tipo II
(FAZ-1TI) (KREMER et al., 2002). O FAZ-I, que possui um multidominio contendo todas as
fungdes enzimaticas necessarias requeridas para a sintese de um novo acido graxo, produz
uma saturagdo bimodal de acidos graxos de palmitato (Cj¢.) € tetracosanoato (Caq.0 ou Cpe).
FAZ-II subsegue os produtos finais de FAZ-I para formar longas cadeias de acidos graxos ou
meromicolatos. Cadeias acil vinculados a uma Proteina Carreadora de Enoil-acil (ACP) sdo
alongadas por ciclos repetitivos de condensagdo, ceto redugdo, desidratagdo enoil-reducio

catalisada por um cetoacil-ACP-redutase, um hidroxiacil-ACP desidratase, ¢ um enoil-ACP
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redutase, respectivamente. A cadeia meromicolato resultante ¢ entdo condensada com auxilio
do acido graxo C,¢ para formar o acido micolico. Embora as estruturas do acido micolico
tenham sido bem caracterizadas, a utilizagdo de ferramentas genéticas e da enzimologia da
biossintese de tais componentes comegaram a ser elucidados recentemente (KREMER et al.,
2000; BHATT et al., 2005).

M. tuberculosis, M. bovis e M. smegmatis, apresentam genes conhecidos por
codificarem enzimas de FAZ-II, que sdo encontrados em dois loci. Um locus € o operon que
incluem genes que codificam duas B-cetoacil-ACP sintetase (kas4 e o kasB) e da proteina
carreadora de acil (acpM). Os genes da cetoredutase (mabA) e os da enoil redutase (inhA)
entdo presentes em outro operon (BHATT et al., 2005). E importante ressaltar que as fungdes
do FAZ-II ainda ndo estdo totalmente esclarecidas, e que alguns desses genes citados
anteriormente serdo discutidos mais adiante.

A Membrana Citoplasmatica ¢ formada por fosfolipideos que sdo invariavelmente
derivados de 4cido fosfatidico, sendo o fosfatidilglicerol, difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e manoses os mais comuns, tendo tais caracteristicas
restritas a bactérias da ordem dos Actinomycetales (BRENNAN e NIKAIDO, 1995). Essa
interface vital fornece prote¢do osmotica e a regulacdo do trafego de solugdes especificas
entre o citoplasma ¢ o meio externo (PALOMINO et al, 2007).

Ainda na membrana, serdo encontrados sensores de proteinas com diferentes fungdes,
como por exemplo, 0s que mensuram a concentragdo de moléculas no ambiente, os que atuam
como proteinas translocadoras de sinais para o maquinario genético e metabolico no
citoplasma e os que realizam a mediagdo de carreadores seletivos na passagem de nutrientes e
ions (PALOMINO et al, 2007). Além disso, também s3o conhecidos os
glicosilfosfopoliprenois, que apesar de serem encontrados nesta organela, estdo diretamente
envolvidos na biossintese de outra, a parede celular (BRENNAN e NIKAIDO, 1995).

Os outros componentes ligados a membrana plasmatica incluem um nimero de
produtos de base-politerpeno, tais como os carotenodides e a niacina, € as menaquinonas que
estdo envolvidas no transporte eletronico, € que sdo utilizados nos testes de identificacdo
fenotipica das espécies (BRENNAN e NIKAIDO, 1995; BRASIL, 1997). Em relacdo aos
transportes transmembrana, observa-se que substincias hidrofilicas ndo conseguem
ultrapassar a camada bilipidica, utilizando assim os canais de porina para essa finalidade. Por
sua vez, os compostos lipofilicos possuem transito livre através da camada bilipidica, nao

utilizando dessa forma tais canais como transportador (NARDELL, 1989).
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2.3 Diagnéstico

A TB pulmonar pode ser diagnosticada empregando-se diferentes analises, que vao
desde a clinica (sintomatologia), a exames laboratoriais: filmes radiogréficos,
intradermorreacdo de Mantoux, analise microscopica do escarro, a cultura do mesmo e mais
recentemente a utilizagdo da biologia molecular. (BRASIL, 2008).

Como a TB ¢ normalmente adquirida por inalagdo do bacilo, a localizacdo inicial ¢ no
pulmao. Os sintomas gerais da TB pulmonar sdo febre, sudorese, perda ponderal, anorexia e
adinamia. Todos estes sinais e sintomas sdo inespecificos € podem estar presentes em outras
enfermidades pulmonares (KRITSKI et al., 2000).

A radiografia do torax, por sua vez, apresentara caracteristicas das cavidades lobulares
do pulmao, no entanto, em pacientes imunosuprimidos e HIV positivos podem apresentar
lesdes semelhantes as encontradas em outras doencas pulmonares nao-tuberculosas
(RUFFINO-NETTO, 2006).

Em analise microscopica (coloracdo de BAAR - Figura 3), para que uma amostra de
escarro se positive, € necessaria uma média de 5.000 a 10.000 bacilos por mL de secregao.
Isso significa que um esfregago negativo ndo exclui um caso de TB. Esse fato ¢ ainda mais
notavel quando a infec¢do ocorre em oOrgdos (pleura, meninges), onde um nimero ainda
menor de organismos pode causar manifestacdes clinicas; entretanto este continua sendo um
dos principais métodos utilizados atualmente na rotina diagnostica de TB (FERREIRA et al.,
2005; BLOOM, 1994).

Outro método utilizado ¢ a prova ou teste tuberculinico, também conhecido como PPD
(Purified Protein Derivative — Derivado Purificado da Protéica) ou reacdo de Mantoux, que ¢
uma reagdo intradérmica que apenas verifica se o individuo teve ou nio contato com o bacilo
(BRASIL, 2009)

A cultura (Figura 4) se mostra uma técnica mais sensivel (ainda utilizada atualmente
como padrdo ouro) podendo-se observar crescimento mesmo quando o microorganismo esta
encontrado em baixas quantidades (aproximadamente 10 a 100 bactérias por mL de escarro).
A cultura ¢ indicada para os suspeitos de TB pulmonares persistentemente negativos ao
exame direto, para o diagnostico de formas extrapulmonares ¢ para os casos de suspeita de
resisténcia bacteriana aos farmacos, quando deve ser realizado o teste de susceptibilidade aos

antimicrobianos (KUBICA e KENT, 1985; BRASIL, 2008).
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Figura 3 - Técnica de BAAR positiva, mostrando bacilos corados em roxo.

Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/9b/Mycobacterium_tuber
culosis_Ziehl-Neelsen_stain_640.jpg/200px-Mycobacterium_tuberculosis_Ziehl-Neelsen
_stain_640.jpg

Figura 4 - Cultura crescida de M. tuberculosis

Fonte:http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/0a/TB_Culture.jpg/220px
-TB_Culture.jpg

Tradicionalmente, o isolamento através da cultura tem sido realizado em meios so6lidos
e/ou liquidos, tais como o meio LJ, que ¢ o mais utilizado, e aqueles que utilizam o Agar,
como o meio Meddlebrook (7H-10 ¢ 7H-11). O crescimento s6 ¢ detectavel 3 a 8 semanas

apos a inoculagdo (BRASIL, 2009; BLOOM ¢ MURRAY, 1992).
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A partir da década de noventa, técnicas de biologia molecular como a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) passaram a ser utilizadas para o diagnostico de diversas doencas,
inclusive a TB. A vantagem destes testes ¢ a alta sensibilidade e especificidade, além de
oferecer o resultado em um curto espaco de tempo. A PCR permite a deteccao de quantidades
minimas de material genético dependendo dos métodos utilizados para a aextracdo da amostra

e deteccdo do produto amplificado (ROSSETTI et al., 1997).

2.4 Epidemiologia

Noventa e cinco por cento de todos os casos de TB ocorrem em paises
subdesenvolvidos, estimando-se que aproximadamente dois bilhdes de pessoas estdo
infectadas ao redor do mundo, sendo que destes, oito milhdes desenvolvem a doenga. Dessa
forma, a TB atualmente ¢ classificada pela Organization Health World (WHO) como sendo a
segunda doenca infecto contagiosa que mais mata em todo o mundo, perdendo apenas para a
AIDS (WHO, 2008).

Apesar dos nimeros apontados pela WHO serem alarmantes, observa-se que a taxa de
incidéncia ¢ de mortalidade da TB encontrada no Brasil de 2000 a 2006 vem diminuindo com
o passar dos anos (Tabela 1 e 2). A Bahia, também apresenta nimeros decrescentes no que se
refere a incidéncia e mortalidade, entretanto, essas taxas sdo mais elevadas quando
comparadas proporcionalmente ao encontrado em todo o territorio brasileiro (Tabela 1 e 2)

(BRASIL, 2008).

Tabela 1 — Taxa de Incidéncia da Tuberculose no Brasil e na Regido Nordeste.

Ano 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
BRASIL 47,8 43,1 44,7 44,8 43,8 42,0 38,9
Nordeste 47,6 46,3 44 .4 46,5 46,2 45,6 41,2
Maranhao 52,0 46,9 47,6 45,3 46,0 45,5 42,0

Piaui 43,6 40,6 37,8 35,4 37,8 36,3 32,9

Ceard 46,0 47,6 47,5 51,0 49,6 50,1 43,5
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Ano 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
R. G. do Norte 64,6 36,9 37,8 39,1 40,0 36,1 33,2
Paraiba 38,7 32,9 33,0 33,7 34,4 34,0 28,1
Pernambuco 48,0 47,7 50,2 52,9 54,3 53,2 483
Alagoas 40,8 39,9 39,7 40,9 40,3 41,7 37,8
Sergipe 30,8 233 24,4 27,5 25,1 32,1 28,9
Bahia 49,5 55,7 47,4 51,8 50,1 48,2 44,5
Fonte: Sinan/SVS/MS atualizado em 18/08/2008
Tabela 2 — Taxa de Mortalidade da Tuberculose no Brasil e na Regido Nordeste.

Ano 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
BRASIL 3,2 3,1 29 2,8 2,7 2,5 2,4
Nordeste 3,1 3,1 3,1 3,0 3,0 3,0 2,8
Maranhao 2,0 2,1 2,1 1,9 2,6 2,9 2,3

Piaui 2,2 1,9 2,7 24 2,1 2.4 2,2

Ceara 2,8 3,3 3,0 24 2,7 2,8 3,0

R. G. do Norte 2.4 2,3 1,6 1,5 1,6 1,7 1,2
Paraiba 1,7 1,5 2,4 3,2 2,2 3,9 2,9
Pernambuco 5.4 5,2 4,9 5,2 5,9 4,7 43
Alagoas 2.3 2,7 3,0 3,0 2,3 2,5 2,6
Sergipe 1,8 1,8 1,4 1,6 2,0 2,0 2,1
Bahia 3,3 3,2 3,5 3,1 3,0 2,7 2,7

Fonte: Sinan/SVS/MS atualizado em 18/08/2008
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2.5 Tratamento

O desenvolvimento de agentes quimioterapicos para o tratamento de doengas
microbianas tem sido uma das aquisigdes mais buscadas nesse século, sendo que
aproximadamente 50% de toda verba investida no mundo estdo destinadas a produgdo de
antibidticos (BRASIL, 2009).

A descoberta dos farmacos no combate a TB pode ser associada ao primeiro
antibidtico a que o homem teve acesso, a Penicilina, descoberta por Alexander Fleming, no
ano de 1928. No entanto, foram necessarios 13 anos (1941) para aparecer no mercado a
primeira forma injetdvel para uso terapéutico. Apesar da Penicilina ser um farmaco
extremamente eficaz contra diversas doengas, mostrou-se curiosamente ineficaz contra a
tuberculose (SOUZA ¢ VASCONCELOS, 2005).

Em 1940, o tratamento da TB estava baseado no uso limitado de um nimero restrito
de antibidticos, como a Estreptomicina (ST), ou a drogas sintéticas, como o Acido p-
Aminosalicilico (PAS) ou tiosemicarbazina. A ST, apesar de ser o quimioterapico mais
potente conhecido na época, produzia alta toxicidade nos pacientes € nem sempre resultava na
melhora completa dos mesmos. Inversamente, o PAS raramente produzia toxicidade, mas
apresentava pouca a¢ao sobre as micobactérias. Contudo, percebeu-se que o tratamento
tornava-se eficiente com a associacdo destas duas drogas, além de reduzir a freqiiéncia de
cepas resistentes a ambos (LEHMANN, 1946).

Em 1945, pesquisadores descobriram na Europa que a vitamina nicotinamida mostrara
atividade antituberculosa. Para melhor entender esse achado, estudos comecaram a ser
realizados e muitos farmacos comecaram a ser manipulados, criando-se uma nova molécula
sintética com base em nicotinamida. A partir desse esforgo, a PZA foi descoberta (FOX,
1952).

Em outra tentativa, ainda buscando aperfeicoar a atividade da nicotinamida e de

compostos de tiosemicarbazonas, § e Y-Piridialdeido tiosemicarbazonas foram sintetizados e

mostraram uma a¢ao ainda maior em relacdo aos compostos anteriormente produzidos, sendo
que um dos intermediarios obtido com a sintese desses compostos, Hidrazina do Acido
Isonicotinico (INH) apresentava atividade aumentada contra a TB, mostrando-se muito

superior a qualquer outro composto, natural ou sintético. Esta descoberta foi feita no ano de
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1952, mas levaria mais de 50 anos para que seus possiveis mecanismos de agdo fossem
propostos (VILCHEZE e JACOBS, 2007).

Atualmente, existem diversos quimioterapicos utilizados no tratamento da TB,
classificados em duas diferentes categorias: 1- Agentes de amplo espectro que inicia a acdo
anti-bacteriana sobre as micobacterias e sobre outras espécies bacterianas; 2- Agentes de
espectro restrito, cuja atividades sdo primariamente restritas as micobactérias (CHOPRA e
BRENNAN, 1998). O Quadro 01 apresenta os principais farmacoterapicos encontrados nessas

duas categorias.

Quadro 01 — Classificacao dos antibidticos utilizados no tratamento da TB.

Cicloserina; Fluoroquinolona;
Agentes de amplo espectro Macrolideos; Rafampicina;

Estreptomicina.

Isoniazida; Capreomicina; Clofazimina;
Agentes de espectro restrito Dapsone; Etambutol; Etionamida; Acido
p-aminosalicilico; Pirazinamida;

Tiacetazona.

Atualmente, a primeira linha de tratamento da tuberculose ¢ realizada com a utilizacao

de INH, RMP e PZA. Cada uma delas age de forma diferenciada na populagdo bacilar
(BRASIL, 2008). Os esquemas de tratamento estdo mostrados na Tabela 3.
A INH ¢ utilizada no Esquema I, pois ela possui uma ag¢ao mais rapida e eficiente, quando
comparada com os outros farmacos. Do ponto de vista da farmacocinética, o inicio do
tratamento seria o equivalente a uma monoterapia, tendo unicamente a atuacdo da INH na
morte microbiana, com posterior acdo dos outros antibidticos. Entretanto, quando uma
determinada cepa apresenta resisténcia a esse farmaco, se utilizard de outras condutas
terap€uticas, menos eficientes, para tratar o paciente (NATAL et al., 2003; MITCHISON,
1998).

Estudos recentes apresentados pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2008)
confirmam o crescente numero de casos de cepas MDR-TB, observados tanto no ambito de
tratamento regional, como global. Estimativas do nimero de casos de MDR-TB, apresentando

resisténcia pelo menos a INH e RMP, indicam aproximadamente 489.000 casos no ano de
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2008, sendo que desses, cerca de 40.000 casos apresentavam resisténcia a outros farmacos,

como a Fluoroquinolona, Amicacina, Canamicina ou Capreomicina.

Tabela 3 - Diferentes esquemas utilizados para o tratamento da TB.

Esquemas de Tratamento da TB

Sem tratamento anterior Esquemal  2meses: RMP/INH/PZA
casos novos de todas as formas exceto 4 meses: RMP / INH

meningite tuberculosa

Com tratamento anterior Esquemal  2meses: RMP/INH/PZA
casos de retratamento em recidivas ou Reforcado 4 meses: RMP /INH/ EMB

retorno apds abandono do E-1

2 meses: RMP /INH / PZA

Meningite tuberculosa Esquema I 7 meses: RMP / INH

3 meses: SM/ETH/PZA

Falenciado E-1, E-1 R ou E-2 Esquemallll o meses: ETH/ EMB

Fonte: MS, BRASIL, 2008.

No Brasil, trabalho realizado por Braga et al. (2003) mostrou qual a realidade da
numero de cepas MDR-TB. Vale ressaltar que os dados apresentados pelos autores sao

referentes aos anos de 1995 a 1997 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Inquérito de Prevaléncia da Resisténcia no Brasil entre 1995 a 1997.

Resisténcia Resisténcia Resisténcia
Primaria Adquirida Combinada

n? % n? % n? %
PACIENTES ESTUDADOS 4,272 83.1 866 16,9 5138 100,0
PACIENTES SUSCETIVEIS 3908 91,5 684 79,0 4592 89,4
QUALQUER RESISTENCIA 364 8,5 182 21,0 546 10,6
ISONIAZIDA {INH) 10 4.4 16 11,3 26 7,0
RIFAMPICINA (RMP) 3 1.3 9 6,6 12 3,3
ETAMBUTOL (EMB) 2 0,1 1 0,1 3 0,1
ESTREPTOMICINA (SM) 8 0,2 6 0,8 14 0,3
MONORESISTENCIA 269 6,3 a3 10,7 362 7,0
ISONIAZIDA (INH) 158 3,7 57 6,6 215 4,2
RIFAMPICINA (RMP) 8 0,2 10 1,2 18 0,4
ETAMBUTOL (EMB) 3 0,1 1 0,1 4 0,1
ESTREPTOMICINA (SM) 100 2,3 25 2,9 125 2,4
MULTIRESISTENCIA 45 1,1 68 7.9 113 2,2
INH+RMP 31 0,7 51 59 82 1,6
INH+RMP+EMB 1 0,0 1 0,1 2 0,0
INH+RMP+SM 11 0,3 15 1,7 26 0,5
INH+RMP+EMB+SM 2 0,1 1 0,1 3 0,1
OUTROS PADROES 50 1,2 21 2,4 71 1,4
INH+EMB 3 0.1 1 0,1 4 0,1
INH+SM 45 1.1 20 2,3 65 1,3
INH+EMB+SM 1 0,0 0 0,0 1 0,0

Fonte: Braga et al., 2003.

2.6 Isoniazida (INH)

Hidrazina do Acido Isonicotinico, ou simplesmente INH (Figura 5), foi sintetizada
pela primeira vez em 1923 por dois cientistas tchecos, mas sua potente atividade
quimioterdpica s6 foi detectada em 1952, tornando este firmaco mais utilizado para o
tratamento da TB (HEYM et al.,, 1999). Sua formula quimica ¢ C¢H;N3;O e seu peso

molecular ¢ de 137,14g.mol”. Esse composto ¢ também conhecido por diversos nomes
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genéricos, em inglés, como: dinacrin, ditubin, isolyn, niconil; nydrazid; rimifon; tyvid, dentre

outros (PALOMINO et al., 2007; JOHNSSON et al., 1995).

O NH
~3 NH,

™~
.
N

Figura 5 - Estrutura molecular da INH

Fonte: Chopra e Brennan, 1998.

2.6.1 Mecanismos de agdo da INH

Sua acdo ¢ eficaz sobre algumas espécies do complexo Mycobacterium turbeculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG e M. africanum), mostrando-se pouco eficiente ou
completamente ineficaz para as outras micobacterias nao-tuberculosas (WOLINSKY, 1979),
isso ¢, ela apresenta acdo exclusiva sobre as micobactérias que possuem crescimento lento
(VILCHEZE e JACOBS, 2007).

Sua MIC ¢ de 0,02 a 0,05 pg ml”, sendo baixa quando comparada com 0s outros
antibioticos utilizados no tratamento da TB. Em contraste, INH é 100 vezes menos ativa sobre
aquelas micobacterias que apresentam crescimento rapido, como a M. smegmatis
(VILCHEZE e JACOBS, 2007).

Em 1953, foi descoberto o potencial bacteriostatico da droga, sugerindo-se entao que a
INH inibia a sintese de compostos necessarios a divisdo celular (BARCLAY et al., 1953). No
mesmo ano, outro trabalho descreveu que a inibicdo do crescimento do M. tuberculosis pelo
farmaco poderia ser revertida pela adicdo de a-cetoglutarato, piruvato de sodio, piridoxina e
piridoxamina, e concluiu que a INH interferia em algumas vias metabolicas que envolviam

piridoxal (POPE, 1953).
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Ainda em 1953, cepas de M. tuberculosis isolados de escarros de diferentes pacientes
foram cultivadas para posterior analise de seus antibiogramas, classificando as mesmas em
diferentes grupos (resistentes/sensiveis a INH). Tais grupos foram posteriormente avaliados,
associando o perfil de resisténcia a atividade da enzima catalase-peroxidase. Concluiu-se que
todas as cepas que apresentavam uma MIC aumentada, tinham pouca ou nenhuma produgio
desta enzima (catalase-negativa), sugerindo a participacdo da mesma na ativacdo do farmaco
(SEYDEL et al., 1976; HEYM et al., 1999).

Posteriormente, na década de 60, foi proposto um modelo onde o 4cido iso-nicotinico
era transformado através do sistema de catalase-peroxidase, ativando a droga (SEYDEL et al.,
1976). Além disso, tais autores acreditavam que o principal mecanismo de acdo do farmaco
estava diretamente relacionado a troca do acido iso-nicotinico pelo acido nicotinico, pois os
mesmos apresentam estruturas tridimensionais semelhantes (SEYDEL et al., 1976; HEYM et
al., 1999).

Na seqliéncia, descobriu-se que o acido nicotinico, normalmente sintetizado pela M.
tuberculosis, ¢ um importante precursor da Dinucleotideo Nicotinamida Adenina (NAD), um
co-fator indispensavel para alguns sistemas enzimaticos da célula bacteriana (Figura 6)
(JACKETT et al., 1977). Além disso, foi confirmado que a INH inibia a regulacdo do
caminho do transporte dos eletrélitos pelo NAD" para o nivel desidrogenase NADH, como
esquematizado na Figura 6 (DAVIS e WEBER, 1977).

Ainda no final da década de 60, pesquisadores observaram a formag¢ao de um
pigmento precursor pela oxidacdo de INH na presenca do NAD, e o acumulo do mesmo foi
atribuido a a¢fo desse farmaco ou de um de seus metabolitos, como o 4cido iso-nicotinico ou
o 4-piridilmetanol, associados a enzima catalase-peroxidase (YOUATT e THAM, 1969).
Subseqilientemente, pdde-se demonstrar que a presenga de radicais livres, assim como a
ativacdo e potencializacdo da toxicidade da INH, estavam diretamente associadas & enzima
catalase-peroxidase (SHOEB et al., 1985).

Na década de 70, por sua vez, foram publicados os primeiros trabalhos sobre a
inibicdo da sintese de acidos nucléicos, da sintese de lipidios ou mais precisamente da
biossintese dos acidos micolicos (WINDER e COLLINS, 1970).

Mais tarde, foi demonstrado que a INH inibe a sintese de acidos graxos
monoinsaturados Cy4 € Cyg, inibindo também a desaturase, enzima responsavel pela producao
desses acidos graxos (DAVIDSON ¢ TAKAYAMA, 1979).

Foi identificado também que a INH penetra na micobactéria por difusdo passiva,

apresentando uma agdo bacteriostatica nas primeiras 24 horas, tornando-se posteriormente
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bactericida, matando apenas as bactérias que se encontram em divisdo (fase LOG). Acredita-
se que isso ocorra, pois sua atuacdo esta mais centralizada na desestruturacdo dos acidos
graxos encontrados na parede celular, produzindo rugas superficiais e abaulamento na
bactéria; além de produzir perda de estruturas internas, como j& discutido anteriormente.
Entretanto, microorganismos que crescem em condi¢des anaerobias ou se encontram na fase

estacionaria ndo sofrem ac¢do do farmaco (VILCHEZE e JACOBS, 2007).
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Figura 6 - Mecanismo de agio da isoniazida em M. tuberculosis. INH é ativado por KatG para formar o adutor
INH-NAD. O adutor inibe InhA, Enoil-ACP redutase na sintase do acido graxo do sistema tipo II (FAZII), que
sintetiza acidos micolicos (representacdo de trés classes de acido micolicos) (50). Isso resulta da inibigdo de
acidos micolicos e finalmente na morte microbiana.

Fonte: Vilchéze e Jacobs, 2007
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Outros estudos demonstraram que cepas de M. smegmatis tratadas com INH
comecaram a desenvolver, apos trés horas, dobraduras na superficie, ¢ com o aumento do
tempo de tratamento, observou-se concomitante o aumento das pregas. Nove horas apos a
aplicacdo do farmaco, o numero e o tamanho das dobras mostraram-se muito maiores,

apresentando deformagdes no microorganismo (VILCHEZE et al., 2000).
2.6.2 Determinantes genéticos da resisténcia a INH

As bactérias utilizam um numero de estratégias para conseguir obter resisténcia a
diferentes drogas. Telenti (1997) sumariza-as em trés categorias: Mecanismos de barreira
(diminuicdo da permeabilidade e a presenga de bombas de efluxo); degradacdo ou inativagado
de enzimas (como a B-lactamase); ¢ a modificacdo do alvo de acdo das drogas (como o
aparecimento de mutacdo simples no gene-chave). De acordo com o mesmo autor, tais
caracteristicas podem ser adquiridas ou herdadas através de elementos genéticos exdgenos
moveis (como os plasmideos ou transposons) ou mutagdes do proprio cromossomo
microbiano.

As micobactérias, por sua vez, nao sdo muito diferentes quando comparada as outras
bactérias. Diferem-se sim, nas caracteristicas observadas em sua parede celular, apresentando
peculiaridades a esse microorganismo, e, por conseguinte, resisténcia intrinseca a diversos
farmacos (NIKAIDO, 1994; NIEDERWEIS, 2003). Enzimologicamente, sabe-se que a f-
lactamase funciona como uma eficiente degradadora enzimatica, modificando dessa forma a
acdo de algumas drogas (KWON et al., 1995).

No aspecto molecular, esses mecanismos ainda nao estao evidentemente estabelecidos,
principalmente no que diz respeito aos processos que comumente intermediam a resisténcia a
multidrogas, comparado-as com outros microorganismos no que se refere aos elementos
genéticos exogenos (DAVID, 1980).

Sendo assim, acredita-se que o emergente surgimento de cepas resistentes a drogas
ocorreram pela pré-existéncia de mutagdes randomicas, € nao simplesmente por causa de
exposicoes anteriores ao medicamento. De fato, os antibioticos ndo predispdem o surgimento,
mas sim a selecao das cepas resistentes (TELENTI, 1997; MARTILLA e SOINI, 2003).

O fato ¢ que tais mutacdes nao estdo diretamente ligadas a um principio cardinal, isso
¢, ocorrem de forma aleatoria, no que diz respeito a atual quimioterapia utilizada para a
tuberculose. Pode-se citar como exemplo, mutacdes causando resisténcia concomitante a INH

e RMP ao mesmo tempo, apresentando uma freqiiéncia mutagénica de um para cada 108 10°
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replicagdes bacterianas, respectivamente. Dessa forma, para que se tenha o surgimento de
uma cepa multi-resistente, a probabilidade desse fato ocorrer serd de um para cada 10'
divisoes celulares (MARTILLA e SOINI, 2003).

Por causa do emergente aumento de cepas resistentes aos antibidticos utilizados no
tratamento a tuberculose — em especial a INH -, trabalhos vem sendo realizados nos ultimos
anos, objetivando melhor compreensdo dos mecanismos de resisténcia e a identificagdo dos
genes envolvidos. Um resumo dos principais genes ligados a produgdo de cepas resistentes a

INH, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Genes relacionados a producdo de cepas resistentes/sensiveis no
Mycobacterium tuberculosis.

Genes Envolvidos na

Freqiiéncia de

Mutacodes Associadas

Mecanismo de Resisténcia

Resisténcia a Resisténcia
(I) katG (Catalase- 29 a 100% Sua mutagdo resulta em faléncia
Peroxidase) no processo de ativacdo da INH
(I) kasA (B-Cetoacil 8a52% Importante chave enzimatica
Sintetase) dentro do sistema FAZ-II, para a
sintese do acido micolico
(II1) inhA (Enoil-ACP 21 a34% Expressdao do gene permite a
Redutase) sintese do acido micolico
(IV) ahpC (Alquil 10a 15% Mutagdes podem servir apenas
Hidroperoxido como marcador para lesdes no
Redutase) katG
(V) tbnat (Arilamina 0a43% Remocdo da INH ativada do

N-Acetil Transferase)

microorganismo. A muta¢ao
produz cepas sensiveis e ndo

resistentes

Fonte: Douglas e Mcleod, 1999; Palomino et al., 2007; Kremer et al., 2002; Brennan e Nikaido, 1995.

Os genes apresentados na Tabela 5 ja foram discutidos anteriormente, de forma

sucinta, objetivando situar os diferentes mecanismos apresentados pelos mesmos. Na
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seqiiéncia, serdo novamente comentados, de forma mais aprofundada, apenas os genes-foco

do atual trabalho.

2.6.3 katG (Catalase-Peroxidase)

A enzima micobacteriana katG pertence a uma crescente classe de enzimas bacterianas
conhecidas como Hidroperoxidase I ou Catalase-Peroxidase. Membros dessas classes vém
sendo isolados por uma variedade de diferentes bactérias, incluido a Escherichia coli B,
Bacillus stearothermophilus, Klebsiella pneumoniae, Halobacterium halobium, Rhodobacter
capsulatas B10, Streptomyces sp. IMSNU-1, Haloarcula marismortui, Synechococcus sp.,
Penicillium simplicissimum, Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium tuberculosis
(JOHNSSON et al., 1997). Entretanto, parte desses microorganismos nao sdo sensiveis a INH,
o que requer melhor entendimento dessa enzima em relacdo aos mesmos; sendo que a relacao
mutagdo versus producdo de cepas resistentes, correlatos a esse gene e a0 microorganismo em
foco, ja estd mais do que estabelecido (CHOUCHANE et al., 2000).

O gene katG encontrado no M. tuberculosis, codifica importantes proteinas funcionais
classificadas dentro da classe de enzimas katG, as quais protegem a célula da producao
excessiva de peroxido de hidrogénio, em resposta ao stress oxidativo decorrente da continua
geracdo metabdlica de subprodutos do oxigénio ou de fatores ambientais; e, dessa forma,
contribuindo também para a sua sobrevivéncia no interior dos macrofagos e por conseguinte
a producio de cepas mais virulentas (MURDER et al., 1999; HEYM et al., 1999; VILCHEZE
e JACOBS, 2007).

De acordo com Wilming e Johnsson (1999), a catalase-peroxidase tem evoluido pela
duplicacdo do gene a partir de um ancestral peroxidase, que mostram homologia seqiiencial
entre si e entre outros membros da superfamilia das bactérias, plantas e fungos, como o
Citocromo C Peroxidase (PCC).

O superoxido (O;) ¢ gerado pela reducdo de elétrons simples de moléculas de
oxigénio durante a respiracdo aerdbica, € pode reagir com outros constituintes celulares para a
geracdo de outras Espécies de Oxigénio Reativo (ROS), como os radicais hidroxil (.OH).
Bactérias aerobicas, incluindo micobacterias saprofiticas e patogénicas, degradam O,
transformando-os em agua ¢ em moléculas de oxigénio por uma agao seqiiencial do
Superoxido Dismutase (SOD) e Catalase (VINCENT et al., 2004).

Outra importante caracteristica desse gene esta associada com a susceptibilidade que o

mesmo confere a0 microorganismo, quando tratado com INH. Sendo assim, a andlise dos
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mecanismos de regulacdo desse gene pode contribuir para o maior conhecimento de ambas as
interagdes no organismo do hospedeiro e as condigdes as quais conduzem a produgdo de

cepas de M. tuberculosis resistentes a INH (ZHANG et al., 1992; MURDER et al., 1999).

2.6.3.1 Caracteristicas da enzima katG

O katG ¢ uma enzima multifuncional que se apresenta em forma de homodimero ou
homotetramero de aproximadamente 80 kDa, pertencentes a superfamilia heme, sendo
encontrados também em fungos e plantas. Ela se difere de outras catalises por possuir uma
ativacdo peroxidase substancial sobre uma variedade de substrato (SINGH et al., 2008).

A determinacdo de sua estruturas cristalinas em uma cepa recombinante de M.
tuberculosis CP (mtCP) se mostrou como um importante passo para o entendimento da
ativagdo da enzima catalisadora na INH. Essa estrutura fornece um quadro tridimensional para
racionalizar como elementos estruturais do sitio ativo dela podem contribuir para a ativagao
da INH (PIERATTELLI et al., 2004).

O mecanismo de catalise pode ser dividido em dois passos. No primeiro, os
maquinismos de uma peroxidase ou catalase sdo heterologos da ligagdo oxigé€nio-oxigénio
(Figura 7). Essa reacdo causa a liberagdo de uma molécula de agua e direcionamento do
segundo atomo de oxigénio para o centro da molécula de ferro. O resultado intermediario
propiciara o rendimento de um radical cation 7 porfirina oxiferril (Fe'V= O) o qual é chamado
de Composto I (Col). No segundo passo, o Col reage com outras moléculas de perdxido de
hidrogénio, permitindo que a enzima anterior volte ao seu estado de repouso, além da
liberagdo equivalente de oxigénio e agua (WILMING e JOHNSSON, 2001; ZAMOCKY et
al., 2001).

A principal diferenga dos mecanismos enzimaticos entre catalase e peroxidase ¢ o Col
redutase. No ciclo da catalase, a segunda molécula de perdxido ¢ usada como um agente
redutor pelo Col. Esses dois elétrons reduzidos completam o ciclo formando catalase férrica
(Figura 7, reacdo 2) e moléculas de oxigénio. No ciclo envolvendo peroxidase, ha mais
substratos Col reduzido em duas etapas de elétron, através do Composto II (Coll), voltado

para a enzima férrica (Figura 7, reagdo 3 e 4) (ZAMOCKY et al., 2001).



41

Enzima Férrica
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Figura 7 - Passos do mecanismo de catalase ocorrida no M. tuberculsis

Fonte: Zamocky M et al., 2001.

2.6.3.2 KatG versus Resisténcia Micobacteriana

Alteracdes no gene katG (Figura 8) estdo associados a altos niveis de INHR em
isolados clinicos de M. tuberculosis (VINCENT et al., 2004). Muitas dessas modificagdes
estdo ligadas a um unico locus genético, o cddon 315. Mutacdo pontual nesse codon, com
alteracdo de AGC para ACC, resultara em uma substitui¢do da Ser por Thr, diminuindo ou
anulando a produgdo de catalase, produzindo conseqiientemente cepas INHR. Outras
mutacgdes ocorridas no codon 315 também podem produzir caracteristicas semelhantes em
suas cepas (AHMAD e MOKADDAS, 2004; RAMASWAMY e MUSSER, 1998).

A ocorréncia de ACC e de outras mutacdes no codon 315 variam consideravelmente
em todo o mundo, e a elevada prevaléncia dessas mutagdes tem sido exploradas para o
desenvolvimento de novas técnicas moleculares mais rapidas no diagndstico de cepas
resistentes (AHMAD e MOKADDAS, 2004).

Tem sido especulado também que delegdes ou inser¢des raramente ocorrem no cédon
315 (Figura 8), e que nem sempre essas alteracdes génicas acabam por produzir cepas INHR,
apesar de se observar a diminuicdo da sintese da catalase nesses microorganismos
(PRETORIUS, 1995; RAMASWAMY e MUSSER, 1998).

Outro codon observado nessa mesma regido génica, o 463, também foi apontado como
sendo responsavel pela produgdo de cepas ndo responsivas ao tratamento com INH (Figura 8).
Entretanto, alguns trabalhos ja demonstraram que cepas sensiveis a INH também poderdo

apresentar mutagoes nesse codon, diferindo-se assim do 315 (RINDER et al., 1999).
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Figura 8 - Polimorfismos na proteina katG, identificadas em cepas resistentes
de M. tuberculosis.

Fonte: Ramaswamy e Musser, 1998.

2.6.4 kasA ( B-Cetoacil-ACP Sintetase)

O gene kasA encontrado no M. tuberculosis, que codifica a enzima B-Cetoacil-ACP
Sintetase, foi mais recentemente identificado como sendo um potente alvo para a primeira
linha de agentes anti-tuberculosos — em especial a INH. Tal gene esta envolvido na producdo
de 4cidos graxos, intermediando passos importantes na biossintese dos acidos micélicos (com
auxilio da enzima FAZ-II), sendo esse o principal motivo por ele ser apontado como mais um
possivel alvo (LEE et al., 1999).

Para entender melhor o funcionamento deste mecanismo, ¢ necessario compreender os
processos metabolicos ligados a produgdo da parede celular das micobactérias, ricamente
composta por acidos micolicos. Esses acidos sdo compostos por longas cadeias de acidos
graxos a-alcil-B-hidroxi, que constituem mais de 60% da parede, sendo responsaveis pela
baixa permeabilidade da membrana (KREMER et al., 2002; LUCKNER et al., 2009).

Diferentes de outras bactérias, as micobacterias requerem duas distintas vias de sintese
de acidos graxos, para gerar as longas cadeias: a FAZ-1 ¢ FAZ-II. O abundante complexo
polipeptidico multifuncional dentro do passo FAZ-I é capaz de sintetizar um novo &cido
graxo, que geralmente apresentam um comprimento de cadeia C14-C6. Esses pequenos acidos

sdo transferidos para o sistema FAZ-II, onde sdo alongados, obtendo cadeias que chegam a
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conter até 56 carbonos, que funcionam como precursores do acido micolico. Posteriormente, a
proteina carreadora de Acil (AcpM) finaliza o crescimento de cadeias Acil, dentre outras
fungdes (KREMER et al., 2002; SCHAEFFER et al., 2004; SWANSON, et al., 2009).

Por sua vez, a INH apresenta potencial inibitéorio de FAZ-II, acabando com a
integridade estrutural da parede celular, mostrando-se inicialmente como uma droga
bacteriostatica (KREMER et al., 2002; SCHAEFFER et al., 2004).

Outro potente agente tuberculostatico que tem sido recentemente estudado como
inibidor natural da FAZ-II ¢ a Tiolactomicina (TLM), agindo através da inibi¢do da B-

cetoacil-ACP sintetase (Kas) (KREMER et al., 2000).

2.6.4.1 Caracteristicas do kasA

A proteina KasA (Figura 9) catalisa a condensag¢do entre o Malonil-AcpM e a via
crescente da cadeia Acil, apresentando entre os mesmos um mecanismo de feedback positivo,
sendo esse o primeiro dos quatro passos no alongamento do ciclo dos 4cidos graxos

(LUCKNER et al., 2009).

Figura 9 - Estrutura tridimensional da proteina kasA

Fonte: Luckner et al., 2009.

No primeiro passo, a cadeia Acil ¢ transferida para o sitio de ativagdo da cisteina,

resultando em um KasA-intermediario acetilado. Subseqiientemente, a cadeia Acil ¢ alongada
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por dois atomos de carbono derivados de um segundo substrato Malonil-AcpM em uma
reagdo de condensagdo com o KasA-intermediario (LUCKNER et al., 2009).

Com base nessa linha de raciocinio, varios trabalhos investigativos sobre esse gene
vém sendo realizado, e alguns deles mostraram que o gene kasd ¢ essencial para as
micobactérias, pois quando o mesmo apresenta-se condicionalmente depletado, havera a
indugdo de lise celular e morte microbiana (BHATT et al., 2005). Outros autores também
demonstraram a agdo desse gene utilizando de transposons-sitios hibridizados, confirmando
ser ele um importante produtor de proteinas essenciais para o crescimento desse

microorganismo (SASSETTI et al., 2003; LUCKNER et al., 2009).

2.6.4.2 kasA versus Resisténcia Micobacteriana

Nesse gene, ja foram identificados quatro principais mutagdes que podem estar
diretamente ligada a producdo de resisténcia. Sendo assim, nucleotideos e seqiiéncias de
aminoacidos podem ser alterado nos coddons 66 (GAT para AAT), 269 (GGT para AGT), 312
(GGC para AGC) e 413 (TTC para TTA) do gene kasA (Figura 10). Tais mutagdes tem sido
postuladas como estando associadas com a resisténcia a INH porque as mesmas haviam sido
encontradas em isolados de cepas INHR (SUN et al., 2007).

Desde o surgimento dessa hipotese, mutacdes nos codons G269S e G312S também
comegaram a ser encontradas ndo apenas em cepas INHR, mas como naquelas que também se
observava determinada susceptibilidade aquele farmaco, tornando assim, seu papel como

incerto na producado de resisténcia a INH (SUN et al., 2007).

— > O =
— O o = w W
— MW=

g—hmmmmm

—{ fabD '—| acpM I ka H kasB }—

(906 bp) (345 bp) (1248 bp) (1314 bp)

Figura 10 — Polimorfismo encontrados no gene Kas (A e B), no M. tuberculosis

Fonte: Ramaswamy e Musser, 1998.



45

3 Materiais e Método:

3.1 Obtencio e Selecio das cepas de Mycobacterium tuberculosis

Foram coletadas 104 cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes e sensiveis a
INH (52 de cada), selecionadas de um total de 581 isolados clinicos diagnosticados e
conservados na micobacterioteca do Laboratério Central de Saude Publica Prof. Gongalo
Muniz, do Estado da Bahia (LACEN-BA). Para a selecdo de tais cepas, utilizou-se os
seguintes critérios: serem microorganismos advindos de espécimes clinicos e de origem
pulmonar (tuberculose pulmonar, e ndo ectopica); terem sido diagnosticados no ano de 2007;
e se conhecer previamente os resultados do seu antibiograma (principalmente no que se diz
respeito a INH).

Daquele total, 259 cepas mostraram resisténcia a INH, enquanto que 322 foram
sensiveis a esse mesmo farmaco. Desse total, foram utilizados daquele ano 19,3% de todas as
cepas INHR, e 15,5% de todas aquelas que se apresentaram sensibilidade a INH (INHS)
(Figura 11).

m Resistentes s Sensivel

Figura 11 - Numero total de cepas analisadas no ano de 2007 pelo LACEN
e o percentual de cepas selecionadas no trabalho.
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3.2 Cultivo, identificaciio e antibiograma

Ap6s a selec@o das cepas da micobacterioteca, as mesmas foram re-cultivadas e re-
avaliadas. Para o cultivo e identificacdo adequada do Mycobacterium tuberculosis, foram
utilizados todos os critérios preconizados pelo Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da
Tuberculose e outras Micobactérias (BRASIL, 2008). Para tanto, as cepas foram inoculadas
em meio Lowenstein-Jensen (LJ), onde se realizou os testes em meio acido p-nitrobenzoico
(500pg/mL) e o de Niacina.

A resisténcia as diferentes drogas foi realizada utilizando-se o Método das Proporgdes
em LJ, sendo empregadas as seguintes concentracdes para cada farmaco: 0,2ug/mL de
Isoniazida (INH); 40pg/mL de Rifampicina (RMP); 2pug/mL de Etambutol (EMB); e 4pug/mL
de Estreptomicina (ST).

Todos os testes realizados para a obtengdo final das cepas desejadas nesse estudo
foram realizados no laboratério de micobacteriologia do LACEN-BA - referencia nacional em

identificacdo e cultivo de tais microorganismos.

3.3 Técnica de Extracio do DNA do Mycobacterium tuberculosis

Apos a realizagdo do crescimento ¢ da re-avaliacao das cepas em estudo, as amostras
foram encaminhadas para o Laboratério de Micobacteriologia da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) — NB3, localizado na cidade de Salvador, Bahia, onde foi processada a extragado
do DNA. Para a realizagdo deste procedimento, foi utilizado o Mycobacterium tuberculosis

Protocols (Apéndice A) (Parish e Stoker, 2001).

3.4 Eletroforese da extracio do DNA

Para verificar a integridade do DNA extraido, o mesmo foi transferido para um gel de
agarose a 3% acrescido de brometo de etidio (0,5ul/mL), corrido em uma cuba de
eletroforese e submetidas a uma corrente de 100V por 20 minutos. O gel foi fotografado em
fotodocumentador da marca Kodak Digital (Science Electrophoresis Documentation Analysis

System - EDAS 120), empregando luz ultravioleta (UV).
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3.5 Quantificacao do DNA das amostras

O DNA extraido foi diluido a 1:70 e quantificado por leitura de densidade optica (DO)

em espectofotometro gene-Quantll (Pharmacia Biotech) no comprimento de onda A= 260 nm.

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O método de PCR foi padronizado e processado utilizando as diluigdes e
concentragdes, como apresentado na Tabela 6.

Essa técnica foi empregada para a amplificagdo dos codons 315 do gene katG e 269 do
genes kasA, para que seu produto final fosse utilizado na reac@o subseqiiente, o Polimorfismo
de Comprimento do Fragmento de Restricdo (RFLP). O protocolo e os ciclos do PCR estio
detalhadamente explicados nas Tabelas 6 ¢ 7. Os desenhos dos primers estdo apresentados na

Tabela 8.

Tabela 6 - Esquema utilizado para a realizacdo do PCR.

Reagentes Concentracio Quantidade para
Final 1A%

Agua - 16,55 uL
Tampao da Tagq 1X 2,5 uL
MgCl, 1.5 mM 0,75 uL
dNTPs 0.2 mM 2,0 uL
Primer F 1 pM/puL 1,0 uL
Primer R 1 pM/pL 1,0 uL
Taq Polimerase 1U 0,20 uL
DNA 50 a 300 ng/ pL 0,5 uL

*]1A= 01 amostra

Tabela 7 - Passos utilizados para a amplificacdo do fragmento de interesse.

PASSOS katG kasA
Desnaturacio 1 94 °C por 4 minutos 94 °C por 5 minutos
Desnaturacio 2 94 °C por 1 minuto g 94 °C por 1 minuto &
Anelamento 59,7 °C por 1 minuto ) 60,3 °C por 1 minuto Q
Extensao 72 °C por 1 minuto "-.i. 72 °C por 1 minuto c
Extensao Final 72 °C por 4 minutos 4 72 °C por 4 minutos @

Hold (quando necessario) 15 °C por tempo indeterminado 15 °C por tempo indeterminado
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3.7 Eletroforese das amplificacdes

Apoés a amplificacdo, a qualidade do fragmento de DNA foi avaliada em cuba de
eletroforese contendo gel de agarose a 3% acrescido de brometo de etidio (0,5uL/mL),
submetidas a uma corrente de 100V por 20 minutos. O gel foi fotografado em
fotodocumentador Kodak Digital (Science Electrophoresis Documentation Analysis System -

EDAS 120), empregando luz UV.

3.8 Polimorfismo de Comprimento do Fragmento de Restri¢cio (RFLP)

Apoés a obtengdo do amplificado, foram utilizadas diferentes enzimas de restri¢ao,
sendo que para o codon 315 do gene katG, foram utilizadas as enzimas Mspl e Satl, enquanto
que para o codon 269 do gene kasA, utilizou-se apenas a Mspl.

As caracteristicas de cada uma das enzimas estao apontadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Caracteristicas peculiares dos Primers e das Enzimas de Restricdo utilizadas no
atual trabalho.

Gene Primer Fragmento* Enzima Mutacio
katG F 5 —3> AGCTCGTATGGCACCGGAAC  620pb Mspl 315 AGC>ACC
R 5 -3 TTGACCTCCCACCCGACTTG 315 AGC>GGC
Satl 315 AGC>ACC
315 AGC>AAC
315 AGC>ACA
315 AGC>GGC
kasA F 5 —3’- TCCATGATGCGGGCCAT 263pb Mspl 269 GGT>AGT

R 5’- 3’- AGCTCCAGCGAGCGAGTCAT

* Frag.: Tamanho do fragmento do PCR.

As reacoes (mix) do RFLP foram realizadas conforme apresentadas na Tabela 9:

Tabela 9 - Reagentes utilizados para o preparo da reagdo (mix) de RFLP.

Reagente Concentracio Quantidade para 1A*
Final
Agua Ultra Pura - 3,5uL
Tampao da Enzima 1X 2,5 uL
Enzima de Restri¢do 5.000U/ml 0,25 uL

*1A= 01 amostra
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Ap6s o preparado, foram distribuidas aliquotas contendo 6,25 pL em cada mix, para
cada microtubo com 20 pL do amplificado da PCR. Em seguida, o mesmo foi levado ao
banho-maria com temperatura regulada em 37 °C, variando o tempo para cada uma das

enzimas, como apresentado pela Tabela 10.

Tabela 10 - Diferentes tempos utilizados para cada reacdo (RFLP).

Gene Enzima Tempo de Incubacio
KatG Mspl 5 horas
KatG Satl 16 horas
KasA Mspl 5 horas

3.9 Eletroforese das restri¢coes e sua analise

Apos a restricdo, os fragmentos de DNA foram corridos em gel de agarose a 3%
acrescido de brometo de etidio (0,5ul/mL), em cuba de eletroforese e submetidos a uma
corrente de 95 Volts por 40 minutos. O gel foi fotografado em fotodocumentador Kodak
Digital (Science Electrophoresis Documentation Analysis System - EDAS 120), empregando
luz UV.

Para a andlise do gel, observou-se o peso molecular dos fragmentos resultantes,
diferenciando as amostras em cepas selvagens ou mutantes. Tal avaliagdo normalmente ¢ de
facil reconhecimento, de acordo com Marttila e Soini (2003), pois apos a fragmentacdo dos
amplicons com a enzima, as mesmas irdo apresentar pesos moleculares e padrdes de corridas

bem diferenciados (Figuras 12 e 13).
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Figura 12 - RFLP do c6don 315 do gene katG, mostrando cepas selvagens e mutantes,
onde M (Marcador de 100pb); A (Amplificado — PCR).

MUTANTES

ELVAGENS

Figura 13 - RFLP do c6don 269 do gene kasA, mostrando cepas selvagens e mutantes, onde
M (Marcador de 100pb); C- (Controle Negativo); C+(Controle Positivo).
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3.10 Avaliagio estatistica dos dados

Todos os resultados (realizados em duplicata) foram plotados em tabela de Microsoft
Office Excel® e analisados com auxilio da ferramenta estatistica SPSS®, versdo 10.

De acordo com cada resultado encontrado, utilizou-se diferentes testes estatisticos:
Qui-Quadrado, Odds Ratio e Coeficiente de Contingéncia; cuja aplicacdo, dependendo das

condi¢des de cada avaliacdo, ocorreu isoladamente ou em conjunto.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Gene katG

4.1.1 Enzimas de restri¢ao

De todas as cepas de M. tuberculosis analisadas, 46,2% apresentaram-se restringidas
(mutantes) quando utilizada a enzima Satl, sendo esse mesmo valor encontrado para a Mspl.
Analisando os dados comparativos encontrados nesse trabalho, percebe-se que nao existe
diferenga da freqiiéncia de mutacao entre as mesmas.

Conhecendo-se as mutagdes que podem ser identificadas pelas enzimas utilizadas
nesse trabalho (como apresentadas na Tabela 8) e associando isso a analise dos dados, pode-se
afirmar que as cepas mutantes apresentam apenas duas possiveis mutagoes (AGC-ACC e/ou
AGC-GGC) para as enzimas utilizadas. As outras duas muta¢des que sao identificadas apenas
pela Satl (AGC-AAC e AGC-ACA) possivelmente apresentam freqiiéncia baixa ou
inexistente para a populacdo de cepas de M. tuberculosis isolados no estado da Bahia, pois
nenhuma daquelas selecionadas apresentou tais alteragdes.

Em outro trabalho realizado na Espanha, os resultados foram divergentes quando
comparados com os do atual, pois a enzima Mspl apontou uma freqiiéncia mutacional de
43,8%, enquanto que 49,5% (5,7% a mais) das cepas mutantes foram identificadas utilizando
a enzima Satl, sendo esta ultima mais eficaz para aquele grupo amostral (HERRERA-LEON
et al., 2005).

Em trabalho realizado no Kuwait, Dubai e Beirut, pesquisaram essa mutacao
utilizando outra enzima além da Mspl, a MspA1l. Encontraram uma freqiiéncia de 60% para
a primeira, ¢ 65% para a segunda. De acordo com os autores, a enzima MspA1l se mostrou

mais eficiente na identificagdo de mutacdes quando comparada com a primeira, ¢ que a
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mesma € capaz de identificar todas as alteragcdes observadas na regido AGC (com exceg¢do da

AGC-CGC), incluido aquelas apontadas pela Mspl (AHMAD e MOKADDAS, 2004).

4.1.2 Analise de freqiiéncia de mutagdo do gene katG em cepas resistentes e sensiveis a INH e

a outros farmacos

4.1.2.1 KatG versus INH

De todas as andlises realizadas com as amostras que apresentaram resisténcia a INH,
53,8% (28) se mostraram selvagens, enquanto que os 46,2% (24) restantes apresentaram
mutacdo no cddon 315 do gene katG. Além disso, todas as cepas que foram sensiveis a INH

ndo continham mutacao nesse codon (Figura 14).

Isoniazida

I Resistente

[ ]Sensivel

Mutante Selvagem

Figura 14 - Freqiiéncia de mutag@o no cddon 315 do gene katG
e sua relacdo com a produgao de cepas resistentes a INH.
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A analise comparativa entre o grupo das cepas resistentes/mutantes com aquelas
sensiveis/mutantes foi realizada para observar se existia diferenca significativa entre os dois
grupos, e para tal, foi utilizado o teste de Qui-Quadrado (x*). Os resultados mostram haver
diferenca significante entre esses dois grupos quando analisados, obtendo um p-valor menor
do que 0,01. Sendo assim, os dados evidenciam que existe uma relacdo direta entre o
aparecimento da mutacdo no gene katG e o surgimento de cepas INHR, podendo assim
afirmar, que esse gene funciona como um bom marcador para a identificagdo de cepas nao
responsivas a INH.

No Brasil, o nimero de artigos nos ultimos dez anos sobre o tema ainda ¢ pequeno.
(Tabela 11). Comparando as freqiiéncias observadas no atual trabalho (46,2%) com aquelas

encontradas em outras publicagdes, percebe-se ser essa a menor taxa ja encontrada nesse pais.

Titulo 11 - Publicagdes sobre freqiiéncia do gene katG, realizadas no Brasil, nos altimos

dez anos
Ano de Autor Estados Nimero Freqiiéncia
Publicac¢ao Amostral de
Mutac¢ao
2000 Ferrazoli et al. Sédo Paulo 293 88,8%
2003 Silva et al. Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro 69 87,15%,
e Sao Paulo 60,9% e
60%
2004 Cardoso et al. Parana e Sao Paulo 97 61,9%
2005 Hofling et al. Sédo Paulo 48 60,4%
2008 Clemente et al. Minas Gerais 21 70%
2009 Cecon Sao Paulo 125 68,4%
2009 Siqueira ef al. Brasilia 97 85,5%

Outras publicagdes encontradas ao redor do mundo corroboram com os dados
encontrados nessa pesquisa, observando freqiiéncias menores que 50% de mutantes. Na Italia

esse achado foi de 38,5% (com um numero amostral igual a 13) (RINDER et al., 1999);
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47,1% (25) no Egito (ABBADI et al., 2008); 43,8% (297) na Espanha (HERRERA-LEON et
al., 2005); 46% (13) em paises do continente Sul Africano (POST et al., 2004); e 46 % (403)
em amostras coletadas nas mais diferentes localidades, como Australia, Colombia, india,
Meéxico, cidade de Nova York, Espanha e Texas (HAZBON et al., 2006). Contudo, em outras
publicagdes sobre o assunto, tal freqiiéncia tende a ser maior que 75% (Figura 14 e Apéndice
B), obtendo freqiiéncias que chegam a 100% na Turquia (DURMAZ et al., 2003); no Canada
(BLACKWOOD et al. 2003), e na Franca (ELIA-PASQUET et al., 2000).

Contabilizando os resultados de todos as 66 publicagdes que abordavam o mesmo
tema (Apéndice B e Figura 15), observa-se que aproximadamente 12% (08) delas
apresentaram mutagdo no gene katG com freqii€éncia menor que 50%; 27% (18) com mutacdo
entre 51% e 75%; e 61% (40) cuja freqiiéncia variava entre 76 e 100%. Analisando esses
dados, percebe-se que a freqiiéncia de mutagdo identificada pelo atual trabalho estad entre
aquelas que apresentam menor percentual em todo o mundo.

Essas diferencas numéricas se devem a varios fatores, como as diversas técnicas
aplicadas para a identificacdo das mutagdes (RFLP, SSCP, Multiplex PCR, Seqlienciamento,
Spoligotyping e Hibridizagdo), o nimero de cepas analisadas em cada trabalho ou até mesmo
as caracteristicas peculiares relacionadas a regido/populacdo de microorganismos estudados.

Essa baixa freqliéncia mutacional também sugere trabalhos complementares,
principalmente no que se refere a analise de outros genes apontados como responsaveis pela
producao de cepas INHR (inhA4, ahpC, tbnat...), buscando elucidar quais deles poderiam estar
diretamente relacionados com a producao dessas cepas, sem que tivessem necessariamente
mutacdo no gene katG. As freqiiéncias de mutagdo desses outros genes tendem a ser muito
menores quando comparadas com a encontrada no katG (SILVA et al, 2003;
RAMASWAMI e MUSSER, 1998; KIEPIELA et al., 2000; Kim et al., 2003; UNISSA et al.,
2007; HERRERA et al., 2004; SKOTNIKOVA et al., 2003). Entretanto, como essa taxa de
mutacdo foi relativamente baixa nesse estudo, tal achado faz pensar que as freqiiéncias
mutacionais dos outros genes podem estar mais elevadas quando comparadas ao encontrado
em outros trabalhos. No entanto, apenas pesquisas complementares posteriores poderdo

comprovar essa hipotese.
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4.1.2.2 KatG versus RMP

A mutacdo no gene katG esteve associado a resisténcia a RMP em 48,8% (20) das
cepas classificadas como resistentes/mutantes, enquanto que 51,2% (21) delas apresentavam
resisténcia a esse quimioterapico, contudo ndo traziam nenhuma mutagdo nesse codon.
Avaliando, por sua vez, as cepas sensiveis a RMP, apenas 6,3% (4) delas tinham mutac¢do no
codon 315, enquanto que os 93,7% (59) restantes eram selvagens (Figura 16).

Comparando os grupos resistentes/mutantes daqueles sensiveis/mutantes para RMP, o
p-valor do teste de * foi de 0,01, mostrando que ha diferenga significante entre os dois
grupos, existindo entdo relacdo direta de dependéncia entre mutagdo no cdédon 315 do gene
katG com o aparecimento de cepas resistentes a RMP. Além disso, a analise realizada com
Odds Ratio (OR) corrobora com os resultados apontados por %, além de demonstrar que a
probabilidade de se ter uma cepa resistente a RMP e mutante para o gene katG ¢ 14 (4,3 -

45,8) vezes maior do que a produgdo de uma cepa sensivel/mutante.

Rifampicina

Il Resistente

[ |Sensivel

Selvagem

Figura 16 - Freqiiéncia de mutag¢do no cédon 315 do gene katG
e sua relacdo com a producgdo de cepas resistentes a RMP.
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4.1.2.3 KatG versus EMB

Na seqiiéncia, foi avaliada a relagdo de dependéncia entre mutacdo no cédon 315 do
gene katG com a producdo de cepas resistentes a EMB. Analisando os dados, observou-se que
50% (14) das cepas estudadas que apresentavam resisténcia a EMB, tinham mutagdo no
codon 315. Por outro lado, analisando aquelas que apresentaram sensibilidade ao farmaco,
apenas 13,2% (10) delas sdo mutantes, enquanto que a maioria, 86,8% (66), se mostrou

selvagens (Figura 17).

Etambutol

B Resistente

[ ]Sensivel

Mutante Selvagem

Figura 17 - Freqiiéncia de mutag@o no cddon 315 do gene katG
e sua relacdo com a produgao de cepas resistentes a EMB.

O teste de x2 obteve um p-valor inferior a 0,01, quando comparados os grupos
resistente/mutante e sensivel/mutante, demonstrando haver diferenca significante entre os

mesmos, sendo esses dados corroborados com a avaliagdo de OR. Além disso, o OR sugere
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que a probabilidade de se ter uma cepa resistente e mutante a0 mesmo tempo seja 6,6 (2,4 —
17,8) vezes maior do que aquelas que apresentem o fenotipo de sensibilidade e o gendtipo
mutante. Sendo assim, pode-se afirmar com esses dados, que existe relacdo direta entre
mutagdo no codon 315 do gene katG e o surgimento de cepas ndo apenas resistentes a INH,

como também a EMB.

4.1.2.4 KatG versus ST

Para a ST, por sua vez, 0 mesmo questionamento foi realizado, procurando elucidar a
existéncia da relagdo de dependéncia entre a mutagdo no katG e o aparecimento de cepas
resistentes a esse quimioterapico. Dessa forma, foi observado que 36,7% (11) das cepas se
mostraram resistentes/mutantes, enquanto que as outras 63,3% (19) eram resistentes, mesmo
ndo havendo mutacdo no gene em foco. Das cepas sensiveis, por sua vez, 23,1% (24) delas

tinham mutacdo, enquanto que 76,9% (80) foram selvagens (Figura 18).

EctrantAanminina

Estreptomicina
Il Resistente

[ ]Sensivel

Mutante Selvagem

Figura 18 - Freqiiéncia de mutag¢@o no cédon 315 do gene katG
e sua relagdo com a producao de cepas resistentes a ST.
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Ao analisar os grupos resistente/mutante e sensivel/mutante com o teste de x% o p-
valor foi inferior a 0,036, mostrando ainda haver relagdo de dependéncia entre os grupos. OR
corrobora novamente com os resultados analisados por ¥, e afirma que a probabilidade de se
ter uma cepa resistente/mutante ¢ de 2,7 (1,04 — 7,0) vezes maior do que dessa mesma cepa
ser sensivel/mutante. Sendo assim, existe ligacdo entre mutacdo no katG e produgdo de cepas

resistentes a ST.

4.1.3 Analises da mutagdo em katG associado a producdo de resisténcia a INH e aos outros

quimioterdpicos utilizados no tratamento da TB

Observando os resultados encontrados, conclui-se que todas as cepas mutantes para o
gene katG obrigatoriamente produzirdo resisténcia a INH. Isso se justifica pela alteragdo
tridimensional da proteina katG, responsavel pela producdo da catalase-peroxidase - enzima
responsavel pela ativagdo desse farmaco.

Avaliando a relacdo entre mutagdo em katG e o surgimento de resisténcia a outros
quimioterdpicos, conclui-se também haver dependéncia entre esses dois eventos. Analisando
em ordem de grandeza esses achados, percebe-se que a probabilidade de se ter mutacdo no
gene katG e de se produzir uma cepa resistente a RMP ¢ 14 vezes maior, quando comparada a
producao de cepas mutantes/sensiveis; de 6,6 vezes para a producdo de resisténcia a EMB; e
2,7 vezes, para a ST.

E importante ressaltar, que os mesmos questionamentos e avaliagdes mostrados
anteriormente também foram testados para a ETH e PZA, mas ambas mostraram que tanto
para o teste de 3° (com p-valor > 0,05) como para OR (apresentando a variavel 1), ndo existia
diferenca significante entre os grupos resistente/mutante e sensivel/mutante, provando entao
ndo haver relagdo entre o surgimento do fendtipo de resisténcia associado a muta¢do do gene
katG. Contudo, em outro trabalho onde foram analisadas 41 cepas resistentes & ETH coletadas
em diferentes paises (21 dos USA, 6 da Russia e 6 do Brasil), observou-se haver relacao
direta entre a mutacdo do cddon 315 com o aparecimento da resisténcia a aquele farmaco,
onde 37% (15) dos microorganismos analisados classificaram-se como resistentes/mutantes
(MORLOCK et al., 2003). Vale relatar, que os autores ndo apresentam nenhuma explicagao

plausivel para justificar esse achado.
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Além disso, foi observado que nenhuma outra publicacdo fez andlise dessa relagdo
entre o surgimento de mutacdo no gene katG e o aparecimento de cepas resistentes a outros

farmacos, como a RMP, EMB e ST.

4.2 Gene kasA

4.2.1 kasA4 versus INH

O mesmo questionamento utilizado anteriormente para o cédon 315 foi realizado para
o codon 269 (GGT-AGT), s6 que dessa vez, do gene kasA. A associagdo e correlacdo entre o
surgimento da mutagcdo desse gene com a producdo de cepas resistentes a INH e a outros
farmacos se mostram importantes, principalmente por conta da dubia funcionalidade do
mesmo, quando correlato com a produgdo de resisténcia. Alguns dos trabalhos publicados na
atualidade colocam em cheque a capacidade do gene mutante ser responsavel pela producao
de resisténcia, principalmente no que se refere & INH (CARDOSO et al., 2004; HAZBON et
al. 2006; LEE et al., 1999; UNISSA et al., 2008).

Correlacionando a mutagdo em kas4 com a produgdo de cepas resistentes a INH,
pode-se observar que 34,6% (18) das mesmas foram mutantes, sendo que 65,4% (34) delas
foram selvagens. Por sua vez, analisando as cepas sensiveis a aquele farmaco, observou-se
que 46,2% (24) eram mutantes, enquanto que 53,8% (28) foram selvagens.

Analisados os grupos resistentes/mutantes e sensiveis/mutantes com o teste do 37, o p-
valor foi de 0,230, mostrando que ndo existe diferenga significativa entre os mesmos, isso €, 0
surgimento de mutacdo no gene kasA nao ¢ indicativo de sensibilidade ou resisténcia para a
INH. Por sua vez, o OR de 0,62 (0,280 — 1,361) confirma as analises de xz, apresentando a
varidvel 1 em sua andlise, afirmando com isso que o grupo das cepas resistentes/mutantes e
sensiveis/mutantes ndo se diferem (Tabela 12).

Quando avaliados para os outros farmacos (RMP, EMB, PZA, ST ¢ ETH), tanto o p-
valor de y’, quanto os valores encontrados em OR demonstram ndo haver relagdo de
dependéncia direta entre a produg¢ao de cepas resistentes, quando o gendtipo for mutante
(Tabela 12). Sendo assim, o gene kas4 ndo se mostra um bom marcador para a identificacdo
de cepas resistentes a INH, bem como para nenhum outro farmaco utilizado atualmente no
tratamento da tuberculose. Além disso, o percentual de mutag¢ao foi maior em cepas INHS do

que naquelas INHR.
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Tabela 12: Analise da relagdo entre mutagdo em kasA e produgdo de cepas resisten-
tes aos quimioterapicos utilizados para o tratamento da TB.

Farmaco kasA n (%) OR (IC 95%) p-valor de X2
Selvagem Mutante
Isoniazida
Sensivel 28 (53,8) 24 (46,2) 1 -
Resistente 34 (65,4) 18 (34,6) 0,62 (0,28 - 1,36) 0,23
Rifampicina
Sensivel 36 (57,1) 27 (42,9) 1 -
Resistente 26 (63,4) 15 (36,6) 0,77 (0,34 - 1,72) 0,524
Pirazinamida
Sensivel 59 (58.,4) 42 (41,6) 1 -
Resistente 3 (100) 0(0) - 0,271*
Etambutol
Sensivel 48 (63,2) 28 (36,8) 1 -
Resistente 14 (50,0) 14 (50,0) 1,71 (0,71 -4,11) 0,225
Etionamida
Sensivel 58 (58,6) 41 (41,4) 1 -
Resistente 4 (80,0) 1 (20,0) 0,35 (0,04 - 3,28) 0,646*
Estreptomicina
Sensivel 42 (56,8) 32 (43,2) 1 -
Resistente 20 (66,7) 10 (33,3) 0,65 (0,27 - 1,59) 0,351

Outros trabalhos corroboram com os resultados encontrados no atual, como aquele
realizado em cepas isoladas dos estados de Sao Paulo e Parana (Brasil), onde se notificou uma
freqiiéncia mutacional de 13,4% (97) em cepas INHR e 25% (60) INHS (CARDOSO et al.,
2004). Em diferentes artigos publicados nos demais paises, resultados ndo muito discrepantes

sdo observados. Em um desses estudos, foram analisadas 608 cepas INHS com 16% de
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mutacdo e 403 INHR com apenas 11%. Tais amostras foram coletadas em diferentes regides
do mundo (HAZBON et al., 2006). Em Singapura, foram analisadas 160 amostras INHR com
freqiiéncia de 10% e 32 INHS com 19% de mutantes (LEE et al., 1999). Em trabalho
recentemente publicado, foram analisadas 25 amostras INHR coletadas da india, mas ndo se

observou muta¢do em nenhuma delas. Cepas sensiveis ndo foram testadas nesse estudo

(UNISSA et al., 2007).

4.2.2 Analises da mutacdo em kasA associado a producdo de resisténcia aos outros

quimioterapicos utilizados no tratamento da TB

Todos esses resultados revogam aqueles trabalhos que afirmam ter a INH o papel de
inibicdo do FAZ-II, regulada pelo gene kasA, acreditando-se ser esse um importante gene
marcador de cepas resistentes a aquele quimioterapico (KREMER et al., 2002; SCHAEFFER
et al., 2004). Vale ressaltar ainda que, Kremer et al. em seu trabalho revisado e publicado em
2003, revidam as informacdes dadas pelo seu proprio grupo no ano anterior e afirmam que a
INH néo atua diretamente no kasA como alvo, e sim o gene inhA, sendo esse ultimo o real
responsavel pela produgao de cepas resistentes nao apenas a INH, como também ao EMB.

Outro trabalho sugere que mutacdes no gene kasA, tanto para o cddon 269 quanto para
0 312, ndo estejam diretamente relacionadas a producdo de cepas resistentes a INH, contudo
podem representar uma seqiiéncia de polimorfismo associados a grupos de diferentes
linhagens. De acordo com os mesmos autores, mutagdes no codon G312S possivelmente
estejam ligadas a identificacdo de linhagem Africana-Indiana-Leste (do inglés East-African-
Indian, EAI), enquanto que o G269S esteja relacionado com a familia T do M. tuberculosis
(T1 a T4, que representam subclassificagdes de genétipos antigos desse microorganismo).
Sendo assim, esse gene funciona melhor como marcador para diferentes familias do M.

tuberculosis, e ndo como responsavel por produgdo de cepas resistentes (SUN et al., 2007).

4.3 Teste de dependéncia entre os farmacos

Foram realizadas andlises para verificar o grau de dependéncia entre os farmacos
utilizados para o tratamento da TB, para saber se essa dependéncia tem ligacdo direta com a

associagdo entre mutacdo do gene katG e RMP, katG e EMB, e katG e ST, como discutidas
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anteriormente. Dessa forma, foi analisado o nivel de relacdo entre a INH e os diferentes
quimioterapicos.

A logica de associagdo entre os farmacos se deu com base na atual conduta
medicamentosa utilizada para o tratamento da TB (Tabela 03).

Analisando esses esquemas ¢ os resultados de associagdo entre mutagdes no katG e
outras drogas (que ndo a INH), fez-se pensar numa possivel relacdo de dependéncia entre tais
farmacos, e a produgdo de cepas resistentes aos mesmos, por conta da conduta medicamentosa
utilizada (por se tratar de uma politerapia, e ndo de monoterapia). Nenhum daqueles trabalhos
revisados aqui apresenta esse tipo de andlise, dificultando a comparagdo dos resultados

encontrados com os de outros grupos de cepas de M. tuberculosis MDR.

4.3.1 INH versus RMP

Na primeira analise, relacionou-se o nivel de dependéncia entre INH ¢ RMP. De todas
aquelas amostras que apresentavam resisténcia a INH (52), 78,8% (41) também eram
resistentes a RMP. O restante desse total (21,2%) se mostrou apenas resistente a INH. Em
contrapartida, das 52 amostras analisadas que eram sensiveis a esse farmaco, 100% (52) delas
também foram sensiveis a RMP (Tabela 13).

Através da analise com o teste de xz, pode-se observar que existe uma relacdo de
dependéncia entre os grupos de cepas resistentes a INH versus resistentes a RMP (p-valor <
0,05). Além disso, a realizagdo da analise através do Coeficiente de Contingéncia (CC)
corroborou com aquele resultado apontado por *, apresentando um valor igual a 0,628. O CC
possui um intervalo, que varia de zero a um (0 — 1), sendo que quanto mais proéximo a zero,
menor sera a relagdo entre os grupos comparados, € quanto mais proximo a um, maior sera
essa relacdo.

Esses dados demonstram entdo que, quando se tem uma cepa resistente a INH existe
uma alta probabilidade desse mesmo microorganismo ser também resistente a RMP, e isso
possivelmente se deve ao Esquema I de tratamento utilizado atualmente no Brasil. Vale
relembrar que, ambos os farmacos sdo administrados concomitantemente e que o periodo de
administracdo dos mesmos ¢ de seis meses, 0 que aumenta a probabilidade de selecao de

cepas MDR-TB.
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Tabela 13: Relagdo de dependéncia entre INH e RMP.

Rifampicina
Resistente  Sensivel Total

Isoniazida Resistente 11 11 52
78.8% 21.2% 100%

Sensivel 52 52
100% 100%

Total 41 63 104
39.4% 60,6% 100%

4.3.2 INH versus EMB

Na seqiiéncia, foi avaliado o grau de relacdo entre INH e EMB. De acordo com a
analise dos dados, observou-se que 53,8% (28) dos microorganismos que apresentaram
resisténcia a INH, também foram resistentes a EMB, sendo que os 46,2% (24) restantes foram
resistentes a aquele fArmaco, mas sensivel a este. Ao analisar as cepas sensiveis a INH, por
sua vez, observou-se que todas elas (100%) também eram sensiveis a EMB (Tabela 14).

Analisando esses dados com o teste de y°, e comparando os grupos de cepas resistentes
a INH versus resistentes a EMB, observou-se que existe relagdo de dependéncia entre os
farmacos (p-valor < 0,05), sendo esse resultado corroborado com a andlise realizada pelo CC,
obtendo um valor de 0,519.

Esses valores demonstram existir relagdo de dependéncia entre os quimioterapicos
analisados, sendo menor quando comparada com INH e RMP. Entretanto, observa-se que essa
dependéncia continua sendo elevada, e isso possivelmente se deve ao Esquema IR, onde sdo

utilizados tanto a INH quanto o EMB durante todos os seis meses de tratamento.
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Tabela 14: Relagdo de dependéncia entre INH e EMB.

Etambutol

Resistente  Sensivel Total

[soniazida Resistente 28 24 52
53.8% 46.2% 100%

Sensivel 52 52
100% 100%

Total 41 76 104

26.9% 73.1% 100%

4.3.3 INH versus ST

A relacdo de dependéncia entre esses dois antibidticos também foi realizada.
Observou-se que 48,1% (25) das cepas que eram resistentes a INH, era igualmente resistente a
ST, sendo que 51,9% (27) delas eram sensiveis a este farmaco, mas tinha resisténcia a aquele.
Por sua vez, 90,4% (47) de todas aquelas cepas analisadas foram sensiveis a ambos os
farmacos, sendo que apenas 9,6% (5) apresentavam resisténcia a ST somente (Tabela 15).

Analisando esses dados, com o auxilio de x2 (p-valor < 0,05), observou-se que existia
relacdo de dependéncia entre os antibioticos, quando comparados grupos de cepas resistentes
a INH versus resistentes a ST. Além disso, o CC apresentou um valor de 0,391, corroborando
com o resultado analisado por XZ, demonstrando que ha relagdo de dependéncia, mas ela ¢
menor quando comparada com a mesma associacdo entre INH e os outros dois
quimioterapicos analisados anteriormente.

Por fim, o OR também pode ser utilizado como ferramenta estatistica, pois nenhuma
das lacunas foi nula nessa relacdo, confirmando os resultados apontados pelos dois outros
testes estatisticos, e afirmando ainda que a probabilidade de uma cepa ser resistente a INH e
ao mesmo tempo ser resistente a ST ¢ 8,7 vezes maior do que dessa mesma cepa ser resistente

para INH e sensivel para ST.
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Tabela 15: Relacdo de dependéncia entre INH e ST.

Estreptomicina

Resistente  Sensivel Total

Isoniazida Resistente 25 27 52
48.1% 51.9% 100%

Sensivel 05 47 52
9.6% 90.4% 100%

Total 30 74 104

28.8% 71.2% 100%

4.3.4 INH versus ETH e PZA

Analises posteriores também foram realizadas, comparando o nivel de dependéncia
que a INH apresenta em relacdo a ETH e a PZA, isoladamente.

Estatisticamente, o p-valor de y* foi maior do que 0,05, mostrando nio existir
nenhuma relagdo de dependéncia entre os farmacos analisados. Corroborando com esses
resultados, o valor de CC foi igual a zero e o OR apresentou varidvel passando por 1,
mostrando ndo haver relagdo entre os grupos analisados.

Esses resultados corroboram com aqueles dados apresentados no item 4.1.3, que
afirmam ndo existir analogia entre mutagdo em katG e surgimento de resisténcia a tais

farmacos.

4.4 Interacgao entre katG com RMP, EMB e ST e a nova conduta de tratamento para TB

A identificacdo de mutagdes no cddon 315 do gene katG se mostrou um bom marcador
para a identificag@o ndo apenas de cepas resistentes a INH, como também a RPM, EMB e ST.

Isso possivelmente se deve por conta da relagdo de dependéncia em que os mesmos possuem
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com a INH, como mostrado anteriormente. Logo, quanto maior for o percentual de cepas
multirresistentes, maior também serd a funcdo do gene katG como marcador para tais
quimioterapicos. Essa relacdo de dependéncia também pode ser explicada, observando-se os
Esquemas de tratamento preconizados pelo Ministério da Satide do Brasil.

Mais recentemente, o Ministério da Saude sugeriu alteragdes no Esquema I da
terapéutica para a TB. A nota técnica objetivou divulgar modificagdes no sistema de
tratamento para a tuberculose a ser implementado pelo Programa Nacional de Controle da
Tuberculose (PNCT)/Ministério da Saude. Essas mudangas aplicar-se-do aos individuos com
10 anos ou mais (BRASIL, 2009).

A primeira mudanga consiste na introdu¢do do EMB como quarto farmaco na fase
intensiva de tratamento (dois primeiros meses) do esquema basico, e tem como justificativa a
constatacdo do aumento da resisténcia primaria a INH (de 4,4 para 6,0%) e a resisténcia
primaria & INH associada 8 RMP (de 1,1 para 1,4%), observado no II Inquérito Nacional de
resisténcia aos farmacos anti-TB conduzido em 2007-2008, em comparag¢ao com os resultados
do I Inquérito Nacional, realizado no periodo de 1995 a 1997 (BRASIL, 2009).

No esquema anterior, o EMB era utilizado apenas em pacientes recindivantes ou que
ndo respondessem a primeira linha de tratamentos, mas mesmo assim, os resultados obtidos
demonstraram existir uma alta relacdo daquele quimioterapico com a INH.

Com a utilizagdo do EMB no Esquema I, espera-se no futuro um aumento ainda maior
da relacdo entre esse farmaco e a INH, devido a seleg@o de cepas que apresentem resisténcia a

ambos os farmacos.
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5 CONCLUSAO

As analises realizadas nesse trabalho possibilitaram concluir que:

e Para o grupo amostral selecionado, a enzima Mspl se mostrou tdo eficiente na
identificacdo de mutag¢des no codon 315 do gene katG, quando comparada com
a Satl;

e 46,2% das cepas que apresentavam resisténcia a INH, também foram mutantes
para o gene katG;

e Nio foi observado o aparecimento de mutacdo em katG em todas as cepas
INHS, mostrando ser esse gene um bom marcador para a identificagdo de
cepas resistentes a esse farmaco;

e A freqiliéncia mutacional do gene katG foi a menor j& encontrada em trabalhos
realizados no Brasil, sendo baixa também quando comparada aos percentuais
observados em outros paises ao redor do mundo;

e Mutacdes no gene katG também estdo diretamente relacionadas a produgdo de
cepas resistentes a RMP, EMB e ST. Sendo assim, o katG também podera
funcionar como um marcador de resisténcia a essas outra drogas.

e A relacdo entre mutagdo em katG e producdo de resisténcia aos outros
quimioterapicos apresentam propor¢des diferentes, sendo que para a RMP,
essa relagdo de acordo com OR ¢ de 14; de 6,6 para EMB; e 2,7 para ST.

e O gene kasA apresentou uma freqii€ncia mutacional de 34,6% em cepas
resistentes a INH. Entretanto, seu percentual foi ainda maior (46,2%) naqueles
microorganismos que apresentaram sensibilidade a esse mesmo farmaco.

e O gene kasA, ndo se mostrou ser um bom marcador para identificacdo de cepas
resistentes a INH, e também a nenhum outro farmaco utilizado no tratamento
da TB;

e O teste de dependéncia entre a INH e os outros farmacos mostrou existir
analogia entre o surgimento de resisténcia a INH e a RMP, EMB e ST,
separadamente;

e O teste de dependéncia entre a INH e os outros farmacos possivelmente explica
o porqué da relagdo entre mutacdo em katG e o surgimento de cepas resistentes
a RMP, EMB ¢ ST;

e Os esquemas utilizados para o tratamento da tuberculose, preconizado pelo
Ministério da Satde do Brasil, ¢ possivelmente o principal fator responsavel
pela selecdo de cepas MDR-TB;
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e A atual alteracdo do Esquema I do tratamento possivelmente possibilitara a
selecdo de cepas resistentes a INH ¢ EMB concomitantemente, aumentando
ainda mais a rela¢do entre esses farmacos;

e (Quanto maior for a relagdo de dependéncia entre os quimioterapicos com a
INH, maior também sera a relagdo entre mutagdao no gene katG e produgdo de
cepas resistentes a0s mesmos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As analises realizadas nesse trabalho possibilitaram considerar que:

Trabalhos complementares relacionados a outros genes também apontados
como responsaveis por producdo de cepas resistentes a INH devem ser
realizados, para melhor se conhecer suas freqiiéncias e elucidar quais as
principais vias utilizadas para a producdo de resisténcia, pelas cepas de M.
tuberculosis isoladas da Bahia;

Pesquisas complementares sobre a real funcdo do gene kasA devem ser
realizadas, para melhor elucidar a sua relagdo com as familias EAI ¢ T do
Mycobacterium tuberculosis;

O entendimento dessas vias genético-metabdlicas poderd possibilitar o
direcionamento e elaboragdo de novos agentes terapéuticos mais eficazes do
que aqueles utilizados na atualidade.
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APENDICE A
Técnica de extragdo do DNA do Mycobacterium tuberculosis.

As cepas foram transferidas com auxilio de alca de platina de 4 mm de didmetro
(realizando trés alcadas, em média), transferindo-as diretamente para um microtubos contendo
400 puL de TE (1X) e aquecendo por 20 minutos, numa temperatura de aproximadamente
80°C. Tais amostras permaneceram em temperatura ambiente, até que estivessem resfriadas,
onde se adicionou 50uL de lisozima (10mg/mL). Apds o acréscimo da mesma, utilizou-se o
vortex para uma melhor agitacdo e homogeneizagdo, com subseqiiente incuba¢do em banho-
maria a 37°C, por uma hora.

Em seguida, acrescentou-se 70uL de SDS (10%) e SuL de proteinase K (10mg/ml),
vortexzando rapidamente e incubando a 65°C, por 10 minutos. Adicionou-se 100uL de NaCl
(5M) e 100pL da solugdo CTAB/NaCl, levando tais amostras ao vortex, homogeneizando-as
até que o conteudo do liquido se tornasse esbranquicado, e posteriormente incubando a 65°C,
por 10 minutos, em banho-maria. Depois de passado esse tempo, adicionou-se 750 pL de
cloroféormio/alcool isoamilico (24:1), que sdo solventes naturais, levando novamente ao
vortex por 10 segundos, e encaminhando para uma centrifuga, com rotacdo de 10 G, em
temperatura ambiente, por cinco minutos.

Transferiu-se o sobrenadante para um tubo de microcentrifuga limpo e seco,
adicionando 450yl de isopropanol. Incubou-se a -20°C por no minimo 10 minutos,
centrifugando tais amostras com uma rotagcdo de 10 G, por 15 minutos, em temperatura
ambiente.

Por fim, descartou-se o sobrenadante, lavando o pellet com 1 mL de etanol a 70%,
centrifugando a amostra na mesma rotagdo citada anteriormente por cinco minutos € em
temperatura ambiente. Descartou-se por sua vez o sobrenadante e ressuspendeu o pellet em
20uL de TE (1X). O DNA, por sua vez, pode ser estocado congelado, até que fossem

realizados os passos posteriores.
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APENDICE B - Publicacdes realizadas nos tiltimos 15 anos, relacionadas a mutagdes

no codon 315 do gene katG.

Ano de Autor Cidades, Paises e Técnica Empregada | Numero | Freqiiéncia
Publicagio Continentes Amostral | de Mutacdo
1995 Yang, Z. Dinamarca RFLP 257 95,2%
Barner et al. Los Angeles (USA) RFLP 162 84,8%
Braden et al. Arkansas (USA) RFLP 235 66,8%
1997 Burman et al. Denver (USA) RFLP 189 63,2%
Wilkinson et al. Kwazulu-Natal (Africa RFLP 246 85,4%
do Sul)
Bishai et al. Baltimore (USA) RFLP 182 91,5%
Escarlate et al. Peru Spoligotyping 90 79%
1998 Gutierrez et al. Paris (Franga) RFLP 272 84,5%
Samper et al. Zaragoza (Espanha) RFLP 226 83,1%
Rinder et al. Italia RFLP 13 38,5%
Vachee et al. Franga RFLP 154 97,5%
1999 van Soolingen et Holanda RFLP 4.266 75,2%
al. Cingapura Seqiienciamento 160 26%
Lee et al.
Elia-Pasquet ef al. Franca RFLP 102 100%
Ferrazoli et al. Sédo Paulo (Brasil) RFLP 293 88,8%
2000 Kiepiela et al. Africa do Sul SSCP 79 97,5%
Rhee et al. Sdo Francisco (USA) RFLP 1.307 83,3%
van Soolinger et al. Holanda RFLP 295 94%
Abate et al. Etiopia, Guiné, Suécia Fingerprinting 40 70%
2001 de Bruyn et al. USA RFLP Spoligotyping 1.139 90,5%
Solsona et al. Barcelona (Espanha) RFLP 165 91,7%
Ellis et al. USA RFLP e 10.752 90,2%
Spoligotyping
Geng et al. USA RFLP e 546 77,3%
Spoligotyping
Hernandez et al. Vancouver (Canada) RFLP e 793 98,4%
2002 Spoligotyping
Kulaga et al. Montreal (Canada) RFLP 243 80,2%
Maguire et al. Londres (Inglaterra) RFLP 2.042 62,9%
Mokrousov et al. Russia RFLP 204 93,6%
Moro et al. Milao (Italia) Spoligotyping 581 71,4%
Weis et al. Texas (USA) RFLP 159 82,8%
Blackwood et al. Canada RFLP 629 100%
Chan-Yeung et al. Hong Kong (China) RFLP 691 64,3%
Durmaz et al. Turquia RFLP 88 100%
Fitzgerald el at. Canada RFLP e 944 98,7%
Spoligotyping
Heldal et al. Noruega RFLP 765 81,5%
Inigo et al. Madri (Espanha) RFLP e 212 64,6%
Spoligotyping
2003 Kim et al. Coréia do Sul RFLP 71 80,3%
Pena et al. Espanha RFLP 556 78, 7%
Silva et al. Rio Grande do Sul, Rio RFLP 69 87,1%,
de Janeiro e Sdo Paulo 60,9% ¢
(Brasil) 60%
Skotnikova et al. Moscou (Russia), SSCP 81,18 ¢ 72,2%,
Astrakhan (Russia), 11 54% e 91%
Republica da Moldavia
Zolnir-Dovc et al. Eslovénia RFLP 306 99,5%
Ahmad e Kuwait, Dubai e Beirut RFLP (Mspl e 37 60% e 65%
2004 Mokaddas MspA1l)
Cardoso et al. Brasil (SP e PR) SSCP 97 85,6%
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Herrera et al. Filipinas RFLP e 81 54,3%
Seqiienciamento
2004 Post et al. Africa do Sul RFLP 13 46%
Tudo et al. Nova Guiné RFLP 185 89,8%
Verver et al. Cidade do Cabo (Sul da RFLP 797 74,3%
Africa)
Cacho et al. Madri (Espanha) RFLP e 448 73,2%
Spoligotyping
Diel et al. Alemanha RFLP 848 85,7%
Glynn ef al. Malawi (Africa) RFLP 948 76%
2005 Herrera-Léon et al. Espanha PCR Multiplex 297 43,8%
Kempf et al. Alabama (USA) RFLP e 1.759 79,8%
Spoligotyping
Parsons et al. EUA Spoligotyping 67 91%
Hofling et al. Séo Paulo (Brasil) SSCP 468 60,4%
Aristimufio ef al. Venezuela Spoligotyping 670 43%
Hazbon et al. Australia, Colombia, Seqiienciamento 403 46%
2006 india, México, cidade de
Nova York, Espanha e
Texas
Lipin et al. Russia Spoligotipes 207 95%
2007 Unissa et al. India Seqiienciamento 70 64,3%
Zhang et al. China Seqiienciamento 36 78%
Abbadi et al. Egito SSCP 25 47,1%
Isakova Republica do RFLP e Hibridizagdo 940 94 %
2008 Quirguistao
Zakerbostanabad et Iran Seqiienciamento 91 75%
al. Uruguai RFLP 69 26%
Varela et al.
Caietal. Australia Multiplex PCR e 31 64,5%
Seqiienciamento
Zenteno-Cuevas et México Seqiienciamento 25 58%
2009 al.
Cecon Brasil SSCP 125 68,4%
Costa et al. América do Sul Seqiienciamento 224 80,8%
Siqueira ef al. Brasil Seqiienciamento 97 75%




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

