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ESTUDO DE ASSOCIAGCAO ENTRE O(S) POLIMORFISMO(S) DE BASE UNICA NO GENE
QUE CODIFICA PARA A N-ACETILTRANSFERASE DE M. tuberculosis E A RESISTENCIA A
ISONIAZIDA

RESUMO
DISERTAGCAO DE MESTRADO

Sidra Ezidio Gongalves Vasconcellos

A isoniazida é uma das principais drogas usadas no tratamento e quimioprofilaxia da
tuberculose. Os mecanismos moleculares de resisténcia a mesma, sdo complexos e
freqUentemente estdo associados a presenca de muta¢des nos genes katG, inhA, ahpC e kasA;
porém, 25-50% dos isolados clinicos resistentes a isoniazida (INH) ndo apresentam mutacfes
nestes genes indicando o envolvimento de outros genes e ou fatores. Recentemente, foi
identificado em Mycobacterium tuberculosis um gene denominado nat, o qual apresenta um
polimorfismo de base Unica (SNP) na posicdo 619 (619 G>A) e cujo produto, a N-
acetiltransferase (NAT), aparentemente estd envolvido na acetilagdo da isoniazida in vitro.
Dados da literatura sugerem a associacdo da variante mutante 619A com resisténcia a
isoniazida; assim, o objetivo inicial do nosso trabalho foi validar esta associacdo, em isolados de
M. tuberculosis de pacientes do Brasil, através de genotipagem por PCR-RFLP e
sequenciamento.  Adicionalmente, a utilizacdo do sequenciamento como estratégia de
genotipagem permitiu a identificagcdo de tres novos SNPs no gene nat dos isolados estudados,
sendo duas nédo sinbnimas (C20T e A233G), identificadas em isolados resistentes a INH e uma
sindnima (T312C) em um isolado sensivel a INH. Para a genotipagem do SNP 619, 380 isolados
clinicos de pacientes tratados para tuberculose pulmonar de diferentes regides do Brasil foram
utilizados, sendo 198 resistentes e 183 sensiveis a INH. Entre eles, 20 (5,2%) apresentaram a
variante mutante 619A, porém, a freqiéncia desta mutacdo foi significativamente maior nos
isolados resistentes que nos sensiveis (8,6% e 16% respectivamente; p = 0,002, OR = 5,73, IC
1.55 - 25,02). A analise isolada das amostras resistentes estratificadas de acordo com o tipo de
resisténcia (multidroga resistentes e monoresistente a isoniazida) ndo mostrou diferenca
significativa com relacéo a freqiiéncia da variante 619A (p= 0,06). Sessenta e seis por cento dos
isolados que apresentaram a variante mutante 619A apresentaram também mutacdes em outros
genes associados com a resisténcia a INH.

A analise adicional dos isolados de M. tuberculosis por “Spoligotyping”, demonstrou que
a variante mutante 619A ndo é caracteristica de uma familia especifica, pois a mesma foi
detectada em seis diferentes familias (familia S, LAM, Haarlem, X, T e LAM3/S convergente),
além de dois isolados com perfis ndo definidos.

O sequenciamento do gene nat em todas as micobactérias pertencentes ao Complexo
M. tuberculosis mostrou que este gene € conservado entre as cepas do complexo.
Adicionalmente, uma outra mutagcdo anteriormente nao descrita, G751A, foi observada
exclusivamente nos isolados de M. africanum subtipo la provenientes de uma colecao de
isolados clinicos e cepas de referéncia. Com objetivo de melhor classificar isolados provenientes
de pacientes com TB de Gana, submetemos 0s mesmos a caracterizagdo genética utilizando um
con)'ylnto de maré:ggdores recém descritos ou descrit_qs pela primeira Vvez neste trgbalho, inclusive
nat’”>" e RD711™", o ultimo supostamente especifico para M. africanum subtipo | b. Numa
andlise combinada de isolados de referéncia e isolados clinicos, confirmamos tanto a
especificidade destes novos marcadores quanto a eficiéncia deste na classificagdo atual do
Complexo Mycobacterium tuberculosis.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacadao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE O(S) POLIMORFISMO(S) DE BASE UNICA NO GENE
QUE CODIFICA PARA A N-ACETILTRANSFERASE DE M. tuberculosis E A RESISTENCIA A
ISONIAZIDA

ABSTRACT
DISERTACAO DE MESTRADO

Sidra Ezidio Gongalves Vasconcellos

The isoniazid is one of the main drugs used in tuberculosis treatment and
chemoprophylaxis. The molecular mechanisms of resistance to this drug are complex and
frequently are associated to the presence of mutations in the genes katG, inhA, ahpC e kasA,
however, 25-50% of the isoniazid clinical isolates do not present mutation in these genes
indicating the involvement of other genes or factors. Recently, a gene denominated nat was
identified in M. tuberculosis. This gene presents a single nucleotide polymorphism at position 619
(619 G>A) and it's product, the N-acetyltransferase (NAT), seems to be involved in the isoniazid
acetylation in vitro. Literature data suggest the association of the mutant variant 619A with
isoniazid resistance. Thus, the main goal of this work was to evaluate through PCR-RFLP and
sequencing this association. Additionally, the use of the sequencing approach for genotyping
allowed the identification of 3 new SNPs in the nat gene of the studied isolates, being 2 non-
synonymous (C20T, A233G), identified in resistant isolates and 1 synonymous (T312C).from a
sensitive isolate. For genotyping of the SNP 619, 381 clinical isolates from treated pulmonary
tuberculosis patients from different regions of Brazil were used being (198 resistant and 183
sensitive to isoniazida). Twenty isolates (5,2%) of the total sample presented the mutant variant
619A, however the frequency of this mutation was significantly higher among the resistant than
among the sensitive ones (8,6% and 16% respectively; p= 0,002, OR=5,73, IC 1.55 - 25,02). The
isolate analysis of the resistant samples stratified according to the type of resistance (multidrug
resistant and resistant only to isoniazid do not show significant difference regarding the frequency
of the 619A variant (p= 0,06).

Sixty and six percent of the isolated that presented the mutant variant 619A also
presented mutations in other genes associated with isoniazid resistance. The additional analysis
of the M. tuberculosis isolates by "Spoligotyping”, demonstrated that the mutant variant 619A is
not characteristic of a specific family since it was detected in 6 different families (family S, LAM,
Haarlem, X, T and LAM3/S convergent) and 2 isolated with profiles not defined.

The sequencing of the nat gene in all species of mycobacteria belonging to the M.
tuberculosis Complex showed that this gene is conserved in these strains. Additionally, the
mutation (G751A) was only observed in isolates of M. africanum subtype la. The molecular
analysis of clinic isolates proceeding from patients from Ghana, using nat751 and RD711390
(specific of M. africanum subtype | b, described for the first time in this work), together with other
molecular markers of species allowed to the confirmation of the specificity of these new markers
and consequently the classification of these isolates as M tuberculosis.(n = 18), M. africanum
subtype la (n = 9) and M. africanum subtype Ib (n=20).
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é, dentre as doencas infecciosas, a responsavel pelo maior
namero de Obitos. A despeito da existéncia h4 mais de 50 anos de uma quimioterapia
efetiva para o tratamento da doenca ativa e da infeccdo latente com Mycobacterium
tuberculosis, a doenca ainda é considerada um problema de saude publica em muitos
paises, apresentando uma taxa global de aproximadamente 2 milhdes de Obitos por
ano (WHO, 2006a).

Um dos maiores problemas atuais em relacdo ao aumento da incidéncia a nivel
mundial e conseqientemente ao aumento da morbidade e mortalidade pela TB é o
surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes a antibidticos. Apesar de existir um
tratamento especifico para a maioria dos casos de infeccdo com cepas resistentes, o
indice de mortalidade é alto, o custo do tratamento é maior que o do tratamento
convencional e a maior disseminacdo destas cepas pode afetar drasticamente o

controle desta doenca.

Dentre as drogas adotadas nos esquemas de tratamento para TB, a isoniazida
(INH) pode ser apontada como sendo a mais importante por apresentar uma
concentracao inibitéria minima muito baixa e pelo seu efeito altamente bactericida na
fase exponencial do crescimento bacteriano (Gumbo et al., 2007). Sabe-se hoje que
variagcdes genéticas em genes humanos que codificam para enzimas envolvidas na
biotransformacdo de diferentes farmacos podem contribuir para diferencas
interindividuais na resposta farmacoldgica ou toxicolégica a varias drogas, podendo
resultar tanto em faléncia terapéutica como no desenvolvimento de reacdes adversas e
resisténcia. Contudo, a selecdo de bacilos que adquiriram mutacdes, tornando-se
menos suscetiveis as drogas, ainda é o principal fator determinante para o
desenvolvimento de resisténcia.

A partir da década de noventa, gradativamente, os mecanismos moleculares
envolvidos no desenvolvimento de resisténcia as drogas utilizadas durante o tratamento
da TB foram sendo identificados, e varias mutacdes em diferentes genes estao

comprovadamente envolvidas na modificacdo da suscetibilidade para antibiéticos. E no
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caso especifico da resisténcia a isoniazida (INH), foi comprovada a presenca de
mutacdes nos gens katG, ahpC, InhA e kasA. Entretanto, cerca de 25 a 50% dos
isolados clinicos resistentes a INH ndo apresentam as mutacfes relatadas nestes
genes, o0 que indica o envolvimento de outros genes, fatores e ou mecanismos neste
processo. Recentemente, foi identificado em M. tuberculosis o nat' micobacteriano, um
gene homdlogo ao gene que codifica para a N-acetiltransferase 2 humana (NAT2)
(Upton et al., 2001a e b). Na bactéria, este gene também codifica para uma N-
acetiltransferase, proteina que é responsavel pela acetilagdo da INH, o que pode
prejudicar a ativacdo da mesma pela enzima catalase-peroxidase, que é codificada por
katG. Estudos genéticos demonstraram que este gene € polimérfico em M.
tuberculosis, apresentando polomorfismos nas posi¢coes 619 (G—A) e 529 (C-T) e que
as variantes alélicas mutantes (619A e 529T) estariam relacionadas com a resisténcia
de M. tuberculosis a INH in vitro. (Upton et al.,, 2001a e Sholto-Douglas-Vernon et al.,
2005)

Em M. bovis BCG, nat possui um papel importante na sintese de acidos
micolicos e, portanto, na geracao de derivados dos componentes da parede celular,
sugerindo a possibilidade de utilizacdo deste gene como um novo alvo para drogas
(Bhakta et al., 2004).

Com base no exposto, 0 presente estudo teve como objetivos, (i) determinar a
prevaléncia de mutacdo no gene nat (619A) 2, nas cepas de M. tuberculosis circulantes
em diferentes regides do Brasil (ii) investigar a possivel presenca de outras mutacdes
no gene nat de M. tuberculosis, (iii) avaliar a possivel associacdo dos mesmos com a
resisténcia a INH e (iv) avaliar a presenca do gene em outras micobactérias do
Complexo M. tuberculosis (CMTB) e, quando presente, realizar uma analise

comparativa das sequéncias.

! nhat (mintsculo e em italico) refere-se ao gene micobacteriano, enquanto que Nat (maitsculo e normal )
refere-se a proteina.

2 A variante 529T foi descrita durante o desenvolvimento deste trabalho e n&o foi incluida como objetivo
principal.



Introducéo

1.1. Tuberculose - “um breve histérico”.

A TB é uma doenca milenar. Acredita-se que o0 género Mycobacterium se
originou ha mais de 150 milhdes de anos atras (Hayman, 1984). Modernas técnicas
moleculares, juntamente com o sequienciamento de partes do genoma dos isolados de
M. tuberculosis sugerem que o ancestral do M. tuberculosis surgiu no leste da Africa ha
3 milhdes de anos e que possivelmente infectavam hominideos (Gutierrez et al., 2005).
Entretanto, atualmente é aceito que os membros do CMTB se originaram de um
ancestral comum em torno de 35.000 a 15.000 anos atras (Brosch et al., 2002 e
Gutierrez et al., 2005). Na década de 90, o DNA de M. tuberculosis foi amplificado de
tecidos de mumias egipcias datadas de cerca de 5.000 a. C. (Nerlich et al.,1997 e
Crubezy et al.,1998). Como outras doencas, a TB se difundiu com a migracéo,
existindo relatos de 3.300 antes de Cristo (a.C.) na india e 2.300 a.C. na China (Daniel
2006). No Brasil a TB foi introduzida pelos portugueses e missionarios jesuitas, em
1500 (Rosemberg, 1999). Na Grécia antiga, a TB era entendida como sendo um castigo
divino e foi denominada por HipOcrates como tisica - do grego phthisikos - (Kritski et al.,
2000); este termo so foi substituido por TB em 1839, por Schoenlein, que fez referéncia
a “tubérculo”, nome dado por Delebone em 1680, ao nodulo lesional (Rosemberg;
1999).

Somente no Século XVIII a patologia e a patogénese da TB comecaram a ser
entendidas. Em 1821, Laennec’s descreve em detalhes esta patologia no “A Treatise
on Disease of Chest”; em seguida, Villimin (1882), estabeleceu a TB como sendo uma
doenca transmissivel, entretanto ndo conseguiram identificar o agente causador. Em 24
de marco de 1882, Hermann Heinrich Robert Koch divulgou que havia identificado o
bacilo da TB (bacilo de Koch). Foram inimeras as contribuicbes de Koch para o
entendimento da TB: ele desenvolveu o meio de cultura para o crescimento do
organismo, demonstrou o0 modo de transmissdo e recomendou o isolamento de
pacientes com TB (Daniel, 2006). Em 1890, Koch anunciou que havia descoberto a
cura: ele isolou uma substancia (tuberculina), a qual supostamente protegia animais de

laboratério e era capaz de deter o processo infeccioso nos ja infectados, sendo logo
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considerada um medicamento milagroso. Infelizmente esta substancia ndo promovia a
cura e foram muitos 0s casos de pacientes nos quais se desencadearam reacodes
intensas e graves progressodes lesionais o que levando rapidamente a morte. O uso da
tuberculina como tratamento foi abandonado em 1908 (Rosemberg, 1999). Neste
mesmo ano os cientistas Albert Calmette e Camille Guérin isolaram uma cepa atenuada
gue posteriormente passou a ser usada como vacina, mas somente em 1921 foi feita a
primeira aplicagdo em criancas. Esta cepa recebeu o nome destes cientistas, sendo
conhecida como bacilo Calmette-Guérin que deu origem ao nome BCG, atualmente

chamado por M. bovis BCG (http://portal.saude.gov.br).

Apesar desta enfermidade atualmente ser bastante estudada e possuir um
esquema terapéutico de tratamento adequado e eficiente, ainda é considerada como
grave problema de saude publica, ndo somente no Brasil, mas em todo mundo (WHO,
2006a). Aproximadamente um terco da populacdo mundial esta infectada com o M.
tuberculosis e sob risco de desenvolver a doenca. Anualmente, mais de 8 milhdes de
pessoas desenvolve TB ativa e destes, aproximadamente 1,9 milhdes vem a obito.
Infelizmente a TB apresenta um carater socio-economico com 90% dos casos e dos
Obitos por TB ocorrendo em paises em desenvolvimento, preferencialmente no grupo

economicamente ativo (entre 15 - 54 anos) (WHO, 2006e).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os principais fatores que
dificultam o controle da TB no mundo séo: a pobreza, o crescimento populacional, os
movimentos migratorios, a co-infeccdo TB/HIV e o aumento dos nimeros de casos de
resisténcia com o aparecimento das cepas resistentes a multiplas drogas (MDR) (WHO,
2006b). Segundo Léopold Blanc e Lindsay Martinez (2006), estas condi¢cdes também
contribuem para o aumento da incidéncia a nivel mundial e conseqlientemente para um

aumento da morbidade e mortalidade da doenca.
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1.2. O Complexo M. tuberculosis

7

A TB é uma doenca infecto-contagiosa que tem como agentes etioldgicos
microorganismos pertencentes ao género Mycobacterium. As micobactérias que
causam TB no homem e/ou no animal sdo agrupadas dentro de um complexo
denominado: Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), que abriga espécies
préximas, com em torno de 90% de similaridade a nivel nucleotidico. Entretanto, os
mesmos diferem em termos de hospedeiro e patogenicidade (van Soolingen et al.,
1994, Mostowy et al., 2002 e Huard et al., 2003 e 2006). Este complexo € composto
por: M. tuberculosis, principal agente etiolégico da TB; M. africanum, referido como
sendo a causa mais frequiente de TB pulmonar em certas regides da Africa (Niemann et
al., 2004 e Huard et al., 2006); M. canetti uma rara variante que foi isolada em 1960
(cepa 96-46)3, e que também infecta humanos (van Soolingen et al., 1997, Goh et al.,
2001 e Brosch et al., 2002), M. bovis, principal causa da TB bovina, mas também pode
infectar o homem através da ingestdo de leite e produtos derivados ou pelo contato
prolongado com a fonte de infecgéo (Collins e Grange, 1987 e Wedlock et al., 2002); M.
bovis bacilo Calmette Guérin (BCG), cepa vacinal (Centers for Disease Control-CD,
1985 e Hesseling et al., 2007), relacionada com infeccdo humana em imunodeprimidos;
M. pinnipedii (Cousins et al., 2003 e Bigi et al., 2005); M. microti, (Huitema et al., 1967,
van Soolingen et al., 1998 e Kremer et al., 1999., van Soolingen 1999 ); M. caprae (Goh
et al., 2001 e Aranaz et al., 2003) e raras variantes chamadas por dassie e orixy bacilli
(ndo definidas oficialmente), observadas infectando animais selvagens e domésticos
(Mostowy et al., 2004a e 2004b, Goh et al., 2006 e Huard et al., 2006).

A espécie M. tuberculosis € a mais frequentemente associada a TB humana.
Trata-se de um bacilo alcool-acido resistente e de crescimento lento, medindo em torno
de 1-5 pm, possuindo um longo tempo de geracdo duplicando-se em 18 a 48 horas,
dependendo do meio de cultura empregado. Esta espécie também e aerébico estrito e
imovel, capaz de sobreviver e de se multiplicar no interior de células fagocitarias.

Apresenta dorméncia metabdlica (laténcia), 0 que permite permanecer no interior da

® Cepa analisada neste estudo, juntamente com outras espécies representativas do CMTB.
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célula infectada por um longo periodo; esta propriedade apresenta um importante
significado clinico, ja que o adoecimento € comumente associado a reativacdo de uma

infeccao antiga.

Em 1998, o genoma da cepa laboratorial H37Rv foi decifrado, 0 que constituiu
um dos maiores marcos no estudo da TB depois das contribuicdbes de Koch, da
descoberta do BCG e dos antibiéticos; permitindo um grande avanc¢o no entendimento
da patogénese da doenca. A cepa laboratorial M. tuberculosis H37Rv (ATCC27294)
contém 4.411.529 pares de base e codifica mais de 4.000 genes. Apresenta um alto
conteudo de GC e numerosos genes que codificam proteinas de parede celular; grande
parte da regido codificante € direcionada a producdo de enzimas envolvidas no
metabolismo de lipidios e de precursores de constituintes da parede micobacteriana
(Cole et al., 1998). Devido ao fato da cepa M. tuberculosis H37Rv ter sido isolado em
1905 (Camus et al., 2002), e ndo se tratar de um isolado recente de pacientes com TB
€ possivel que o mesmo tenha perdido caracteristicas e marcadores genéticos
inerentes a infeccdo e a transmissao, importantes para desenvolvimento da doenca.
Sendo assim, o genoma de uma segunda cepa de M. tuberculosis isolada em 1995 de
pacientes diagnosticados nos Estados Unidos (CDC1551) também foi sequenciado
(Valway et al., 1998 e Fleischmann et al., 2002). Atualmente, esta sendo realizados o
sequenciamento do genoma de outras cinco cepas: M. tuberculosis cepa C (sensivel a
drogas e freqientemente isolada de casos de TB em New York), uma cepa de M.
tuberculosis pertencente a Familia Haarlem (resistente a drogas e altamente
transmissivel), M. tuberculosis cepa 210 (isolada de um paciente de Texas, EUA e
considerada naquele contexto temporario/regional uma das mais prevalentes e
virulentas), M. tuberculosis cepa F11 (freqientemente isoladas de pacientes durante
uma epidemia em Western Cape na Africa do Sul) e o Mycobacterium tuberculosis
H37Ra (derivada do isolado pulmonar humano H37, isolado em 1934, sendo
extensivamente usada por diversas instituicdes de pesquisa em estudos de viruléncia
micobacteriana (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Além de M. tuberculosis, cepas de outras espécies do CMTB foram ou estdo
sendo sequenciadas. Em 2003, foi anunciado o genoma completo do Mycobacterium

bovis cepa AF2122/97 (Garnier et al., 2003) e recentemente (novembro de 2006), o
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genoma da cepa vacinal BCG Moreau-Rio de Janeiro foi anunciado, estando
atualmente em fase de anotacdo, sendo um genoma sequenciado totalmente no Brasil,
no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz, em
parceria com a Fundacéo Ataulfo de Paiva - FAP.

A comparacado destas cepas fornece informacgdes importantes para uma maior
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na TB humana e animal, tais
como a identificacdo de fatores de viruléncia, determinantes imunogénicos, diagnostico
diferencial e estudos filogenéticos.

O avanco tecnolégico e as publicacbes dos genomas possibilitaram uma maior
compreensdo da variabilidade genética dentro do CMTB. Dados atuais indicam que o0s
organismos do CMTB e suas sublinhagens, apesar de apresentarem grande homologia,
possuem pequenas diferencas adquiridas através da combinagédo de polimorfismos de
base Unica (Gutacker et al., 2002), como também grandes alteragcdes em determinados
loci tais como: insercdes, delecdes, inversdes e duplicagbes, conhecidas como regides
de diferenca (RD) (Brosch et al., 2000 e Cole; 2002). Ultimamente, estas diferencas
estdo sendo amplamente usadas para identificacgdo de espécie do CMTB.
Polimorfismos de base Unica em cepas do complexo frequentemente sdo associados
com a resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da tuberculose. Os mesmos
identificados em determinados genes também estdo sendo usados, sozinhos ou em
combinacdo, como marcadores especificos para espécies CMTB ou para definir
filogenia de isolados do complexo (Brosch et al., 2002, Huard et al.,2003 e Mostowy et
al., 2004a e 2004b). Como exemplo, polimorfismos de base Unica localizados nos
genes katG e gyrA permitem agrupar os componentes do CMTB em trés grupos
genéticos “Principal Genetic Groups” (PGG). A combinacdo destes polimorfismos

nestes genes indica a ancestralidade dos isolados.

A analise de RDs em conjunto com a tipagem molecular e a analise de variantes
especificas representa uma potente estratégia para o estudo da evolu¢do do bacilo da
tuberculose, bem como para o desenvolvimento de protocolos para o diagndéstico e

identificacdo dos membros do CMTB.
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1.3. Epidemiologia da tuberculose

Diariamente, cinco mil pessoas morrem por TB, 0 que significa aproximadamente
dois milhdes de mortes ao ano. Segundo estimativas da WHO, em 2004 ocorreram 8,9
milhdes de novos casos de TB (Figura 1.1), o que corresponde a uma incidéncia de
(140/100.000 habitantes); destes, 3.9 milhdes apresentaram baciloscopia positiva
(62/100.000), forma mais infecciosa da doenca. Contudo, apenas 4,9 milhdes de casos
novos e 2,2 milhdes dos casos com baciloscopia positiva foram notificados (WHO,
2006a). Mais de 80% dos casos ocorrem na Africa, no sudeste da Asia e na regido
oeste do Pacifico (Figura 1.1). O Brasil ocupa a 16°posicdo na lista dos 22 paises que
apresentam o maior nimero de casos de TB no mundo e, juntamente com o Peru,

representa 50% de todos os casos de TB da América Latina.

No Brasil, as estatisticas apontam uma incidéncia de TB de 60/100.000
habitantes e uma prevaléncia de 77/100.000 habitantes com um indice de mortalidade
de 7.8/100.000 habitantes (WHO 2004). Dados do Ministério da Saude do mesmo ano
registraram um numero total de 80.515 casos de TB (todas as formas clinicas) em todo
o territério nacional com a seguinte distribuicdo: Regido Norte, 7.319; Nordeste, 23.315;
Sul, 9.106; Sudeste, 36.054 e Centro-Oeste: 3.585. Observa-se que, de todas as
macro-regides do Pais, a regido Sudeste é a que concentra 0 maior nimero de casos,
sendo os estados de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro responsaveis por 36,4 % de todos
0s casos. Como em outras partes do mundo, a TB no Brasil € a segunda causa de
morte  por doencas infecciosas, perdendo somente para a AIDS

(http://portal.saude.gov.br/portal/svs).

Atualmente, técnicas de tipificagdo molecular tém sido amplamente utilizadas
como ferramentas epidemioldgicas (epidemiologia molecular), possibilitando um melhor
entendimento do dinamismo da transmissdo. Estas técnicas sdo efetivas quando
associadas com os dados de epidemiologia convencionais e permitem definir fatores de
risco que contribuem para a transmisséo da TB. Elementos repetitivos e sequéncias de
insercdo sao frequentemente usados como alvos para a diferenciacdo entre cepas
micobacterianas. As principais seqiéncias sdo as sequéncias de insercdo 1S6110 e

IS1081, as regides DR “Direct Repeat”, VNTR “Variable Number of Tandem Repeats” e
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os PGRS “Polymorphic GC-rich Repetitive Sequence”. Atualmente, diversas técnicas
moleculares estdo sendo usadas na genotipagem, tais como o Polimorfismo do
Comprimento dos Fragmentos de Restricdo (IS6110-RFLP - “Restriction Fragment
Length Polymorphism” (van Embden et al. 1993), Spoligotyping “spacer oligonucleotide
typing” (Mostrom et al., 2002), VNTR-PCR (Kremer et al., 1999), MIRU-VNTR (Lee et
al., 2002) e DRE-PCR *“Double-Repetitive Element-PCR” (Friedman et al., 1995).
Porém, cada técnica apresenta caracteristicas préprias, com vantagens e
desvantagens, sendo necessario selecionar a(s) técnica(s) adequada(s) para a questao

epidemioldgica a ser abordada (Mostrém et al., 2002).

] 1000-9999
110 000-99 999
1 100 000-999 999
2] 1 000 000 ou mais
[ ] N&o estimado

* Adaptado do WHO REPORT 2006 Global Tuberculosis Control Surveillance, Planning, Financing/WHO 2006

Figura 1.1: Estimativa de casos novos de TB ( todas as formas) 2004"

* Dados referentes a 2004, publicados em 2006.
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1.4. Transmissao e patogénese da tuberculose

A tuberculose é transmitida pelo ar, por pessoas com TB pulmonar (baciliferos)
ou de laringe ndo tratados, ao tossir, espirrar, conversar ou cantar (Riely 1961). Os
bacilos sdo inalados atingindo a parte distal dos alvéolos, onde séo fagocitados pelos
macrofagos desencadeando uma cascata de eventos que resultam na contencdo da
infeccdo ou a progressdo para a doenca ativa, podendo atingir todos os 6rgaos via
disseminacdo hematogénica. Contudo, a manifestagéo clinica mais comum da TB é a
forma pulmonar em individuos soro negativos para o HIV, enquanto em soropositivos, a
TB extra-pulmonar corresponde a 20% dos casos de TB (Shafer et al.,, 1996).
Curiosamente, 90% das pessoas com TB latente nunca desenvolvem a doenca ativa
(Flynn, 2001)

A patogénese da TB envolve trés fases: (i) transmisséo e aquisicéo da infeccao,
(i) laténcia e (iii) progressao da infeccdo latente para doencga ativa. O risco de
desenvolvimento da TB ativa varia de acordo com o tempo de infeccdo, idade e
imunidade do hospedeiro. Inimeros estudos sugerem a existéncia de fatores genéticos
humanos relacionados a predisposicao para o desenvolvimento da TB, dentre os quais
podemos citar alguns alelos de HLA (Selvaraj et al., 1998a e 1998b e Lombard et al.,
2006) e polimorfismos nos genes que codificam SLC11A1, antigo NRAMP1 (Soborg et
al., 2002 e Taype et al., 2006), receptor de Vitamina D3 (VDR) (Selvaraj et al., 2000 e
Lombard et al., 2006) e interleucina 1(IL-1) (Frieden et al., 2003 e Gémez et al., 2006).

Os sintomas da TB caracterizam-se por tosse com expectoragao por mais de trés
semanas e hemoptise, dor no peito, falta de ar, suor noturno e febre. Na doenca
avancada, pode ocorrer uma perda de peso excessiva. Estes sintomas séo facilmente
confundidos com pneumonia. Nas formas extra-pulmonares, o quadro clinico da TB
varia de acordo com a localizacdo e a gravidade do caso (Brasil, 2002a) afetando na
maioria das vezes jovens e adultos (faixa etaria de 15-50), porém, com 0 aumento da
expectativa de vida, este perfil vem mudando e a tuberculose comeca a ser detectada

também em idosos.
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A infeccdo pelo HIV é considerada hoje um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da TB ativa, devido ao comprometimento da resposta imunologica do
paciente, afetando significativamente a progressao da infeccdo por M. tuberculosis. A
infeccdo em pessoas imuno competentes normalmente resulta em uma infecgéo latente
e ndo transmissivel; entretanto, individuos co-infectados com HIV apresentam um alto
risco de progresséo para a TB ativa. Nos pacientes HIV positivos ocorre uma reducéo
dos linfocitos Thl e, consequientemente, uma maior suscetibilidade a TB quando
comparada a dos pacientes com sorologia negativa para o HIV. Na fase inicial da
doenca, os pacientes com HIV apresentam TB com caracteristicas clinicas semelhantes
as dos demais pacientes ndo infectados pelo HIV. Ja nos pacientes em fase avancada
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), os sintomas séo clinicamente
diferentes e inespecificos, compostos por manifestagcbes que ocorrem no decorrer da
propria infeccdo pelo HIV e que sdo caracteristicas das infeccbes oportunistas.
Apresentam teste tuberculinico negativo, exame de escarro também negativo, presenca
de TB em locais extra-pulmonares (ganglios, pleura, pericardio) e, nas formas
pulmonares, ocorre apresentacdo radiolégica atipica, com presenca de infiltrados que
também estdo presentes em outras patologias pulmonares. Com isso, o diagnéstico
torna-se mais dificil, aumentando o risco de transmissdo da TB e conseqientemente
agravando o quadro de morbidade e mortalidade a ela associadas. Estudos brasileiros
e internacionais mostram que houve um aumento significativo no nimero de casos de
TB devido a ocorréncia de infeccéo pelo HIV (Reid et al., 2006 e Carvalho et al., 2006).
Em Sa&o Paulo, 42,4% dos pacientes com TB testados para HIV apresentaram co-
infeccao (Carvalho, 2006), mostrando claramente a influéncia do HIV na epidemiologia
da TB.
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1.5. Diagnéstico da tuberculose

Uma das primeiras abordagens para o diagnéstico (Tabela 1.1) da TB pulmonar
€ a pesquisa bacteriolégica, na qual se procede o exame direto de um esfregaco
utilizando a técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen (especial para micobactérias). Na
pesquisa bacteriologica, avalia-se a eventual presenca de bacilos alcool-acido
resistentes (baar). E uma metodologia rapida que apresenta uma baixa sensibilidade e
especificidade; somente 50%-70% dos pacientes com tuberculose apresentam

resultados positivos de baciloscopia (Nolte, 2006).

Dentre as metodologias empregadas no diagnostico da TB, a cultura € uma das
mais sensiveis, porém a mais demorada, pelo fato do M. tuberculosis apresentar um
tempo de geracdo longo. A cultura é feita do material da lesdo (escarro, fluidos ou
tecidos) para o isolamento e a identificacdo do bacilo. O meio de cultura utilizado para
cultura padrdo € o Loéwenstein-Jensen a uma temperatura de 37<C, condi¢cbes que
proporcionam o crescimento da maioria das micobactérias. Outros meios de cultura a
base de agar estdo disponiveis comercialmente, sendo mais usados o Middlebrook
7H10 e o 7H11. Meios liquidos para o isolamento primario também séo usados, como
Middlebrook 7H9 e 7H12. Apés o crescimento, dependendo do meio de cultura
utilizado, é feita a analise morfolégica e testes bioquimicos complementares para a
identificacdo da espécie micobacteriana. Para a identificacdo do M. tuberculosis, sdo
utilizados o teste de producdo de niacina, de reducéo de nitrato, a termo inativagdo da
catalase a 68T, e provas de crescimento na preseng a de agentes inibidores (teste de
sensibilidade). Métodos radiométricos (semi-automatizados) sdo também utilizados,
consistindo basicamente na deteccdo de CO, radioativo liberado pela utilizagdo do
acido palmitico, presente no meio de cultura. E um teste rapido e sensivel, levando
aproximadamente 14 dias para a deteccéo do bacilo. No Brasil, a cultura e os testes de
sensibilidade s&o indicados apenas nos casos de suspeita de TB com baciloscopia
negativa para o diagnéstico das formas extra-pulmonares em pacientes soropositivos
para o HIV, nos casos de falha terapéutica ou recidiva, e quando houver suspeita de

micobacteriose nado tuberculosa (Il Consenso Brasileiro de Tuberculose, 2004).
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A radiografia do térax € uma metodologia auxiliar no diagnéstico da TB pulmonar,
uma vez que esta forma da doenca causa anormalidades radiolégicas na maioria dos
pacientes. Outros métodos podem ser utilizados no diagnéstico da TB, dependendo da
complexidade do caso e do custo efetivo, tais como: ressonancia magnética e/ou
tomografia computadorizada, escarro induzido, broncoscopia ou biopsia e técnicas de

biologia molecular como a Reagéo de Polimerase em Cadeia (PCR).

7

A prova tuberculinica ou PPD “Protein Purified Derived” é um exame
complementar, que consiste na aplicacdo intradérmica do PPD e na resposta imune
celular desenvolvida apés a aplicacéo. A positivacdo do teste indica infeccado prévia por
M. tuberculosis, porém nao permite a distincdo da infeccdo latente da doenca, sendo

gue o teste negativo ndo afasta a possibilidade de infec¢&o (tabela 1.1).

As técnicas de biologia molecular sdo altamente sensiveis e baseadas na
amplificacdo dos &cidos nucléicos pela PCR; séo, porém, técnicas complexas e caras
devendo ser utilizadas apenas de forma complementar aos métodos de diagnostico
tradicional. Atualmente, somente dois kits comerciais estdo aprovados pela FDA “Food
and Drug Administration-USA” para uso em amostras paucibacilares: o AMTD2
(GenProbe) e o Amplicor (Roche). Outras técnicas moleculares sdo amplamente
empregadas em laboratérios de pesquisa, tanto para auxiliar o diagndstico, quanto para
a identificacdo no nivel de espécie de organismos pertencentes ao CMTB em isolados
clinicos, para a identificacdo de micobactérias em geral, para a deteccao de resisténcia
a drogas e para a tipagem com objetivo de diferenciacdo entre a reativacdo e a
reinfeccdo exogena, assim como da transmissdo e contaminagdo interna em
laboratorios. Muitos marcadores moleculares estdo sendo identificados e introduzidos

no diagnéstico complementar da tuberculose.
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Tabela 1.1: TB infeccdo X TB doenca

Infeccdo por TB TB Doencga (pulmonar)
M. tuberculosis
PPD Positivo
Sem sintomas Tosse, febre, diminuicdo do peso.
Radiografia do térax normal Radiografia do térax anormal
Baciloscopia e cultura negativa Baciloscopia e cultura normalmente positiva*
Nao transmissivel Transmissivel antes do tratamento
Nao é considerado como um caso de TB Caso de TB confirmado

Em pacientes de TB infectados com HIV, freqlientemente a baciloscopia é negativa.
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1.6. Tratamento da doenca

O cenario mundial da TB mudou completamente com a introducdo da
quimioterapia e a quimioprofilaxia. O primeiro antibiético e agente bactericida efetivo
contra a TB, a Estreptomicina (SM) foi descoberto em 1944 por Albert Schatz e seus
colaboradores, seguida do acido paramino-salicilico (PAS) em 1949 e poucos anos
depois da isoniazida (INH) em 1952 e da rifampicina (RPM) em 1957 (Daniel, 2006).
Outro fator que contribuiu para a diminuicdo da incidéncia de TB foi & implementacao
da vacinacao intradérmica com BCG em 1973, a qual se tornou obrigatéria para
menores de um ano de idade em 1976. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), a cura do paciente com baciloscopia positiva € a melhor medida preventiva

contra a TB.

O tratamento da TB preconizado pela OMS requer a associacdo de drogas
(multidrogaterapia), que visa reduzir a probabilidade de selecdo de mutantes resistentes
a uma ou mais drogas. Os farmacos utilizados no tratamento da TB s&o divididos em: i)
farmacos de primeira linha ou primeira escolha que incluem a isoniazida (INH),
rifampicina (RPM), pirazinamida (PZA) e o etambutol (EMB) (Figura 1.2) e ii) farmacos
de segunda linha ou segunda opc¢ado, que sdo normalmente utilizados em caso de
faléncia do tratamento, resisténcia micobacteriana, ou intolerancia aos farmacos de
primeira linha. Os farmacos de segunda linha incluem a amicacina (AMK), levofloxacina
(LVX), ciprofloxacina (CIP), capreomicina (CAP), cicloserina (CS), etionamida (ETH),
ciclosporina (CSA) e o acido p-aminosalicilico (PAS), que sdo menos efetivos e mais

toxicos dos que os de primeira linha (WHO, 2006b e Zhang et al., 2006).

O tratamento adequado da TB visa a cura sem recidiva, a prevencao do 0Obito
associado a TB ou as suas complicagOes tardias e ao bloqueio da transmissdo para
outros individuos prevenindo o surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes a
drogas (Brasil; 2001). O tratamento da TB latente ou quimioprofilaxia & apontado como
um dos fatores para a prevencao e o combate da TB, sendo adotado quando h&a um alto
risco de desenvolvimento da doenca. Isto inclui contatos de casos com TB ativa,

pessoas infectadas com HIV ou em imunossuprimidos e casos de viragem do PPD
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(infeccdo recente). A isoniazida € a droga de escolha na quimioprofilaxia da TB, e
varios sdo os estudos que comprovam a eficiéncia desta droga com a diminuigdo do
risco de desenvolvimento da TB ativa. Em casos de intolerancia a INH e/ou a infeccéo

com cepa resistente a INH, é recomendado o uso de RPM (Laserson et al., 2005).
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Figura 1.2: Locais de acdo das principais drogas anti-TB. Adaptado de du Toit, 2006.
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O esquema atual de tratamento para TB pulmonar ativa no Brasil, preconizado
pelo Ministério da Salide, considerado esquema de 1? linha (esquema I), é composto
por trés drogas (Figura 1.2). O tratamento inclui uma fase inicial (ataque) que consiste
na associagdo de isoniazida, rifampicina e pirazinamida (diariamente por 2 meses) e
uma de continuacdo (manutencdo) com isoniazida e rifanpicina por mais 4 meses
(diariamente ou 3 vezes na semana), sendo indicado para os casos de TB sem uso
prévio de medicacao e nos casos de recidiva depois de curados, desde que este tenha
tido alta por cura ha mais de cinco anos (Brasil, 2002b). Outros esquemas alternativos
podem ser adotados (Tabela 1.2), utilizando farmacos de segunda linha em caso de
falha terapéutica ou resisténcia, porém o custo € elevado e os efeitos colaterais sao

maiores.

Um dos maiores problemas no tratamento e controle da TB é o tempo
extremamente longo, muitos pacientes interrompem o tratamento quando h& melhora
dos sintomas, mesmo néo estando curados. A interrupcdo do tratamento pode causar
recidiva, voltando assim o paciente a transmitir a doenca favorecendo o surgimento da
resisténcia. A resisténcia as drogas utilizada no combate a TB é considerada um risco
ao controle da doenca, e dentre os maiores problemas ligados a resisténcia
predominam (i) a disseminacdo das cepas resistentes e 0 aumento da resisténcia

primaria e (ii) o reduzido numero de farmacos efetivos disponiveis para o tratamento.

O fato das drogas usadas no tratamento da TB terem sido desenvolvidas ha
cerca de 40 anos, associado ao aumento da incidéncia de casos de TB MDR e a
pandemia de HIV, aumentou a necessidade do desenvolvimento de novas drogas. A
busca de novos medicamentos tem como metas, a diminuicdo do tempo de tratamento,
a reducado da toxicidade associada com as drogas e a reducdo da freqiéncia e da
quantidade de droga necessaria durante o tratamento. O enfoque destas pesquisas
inclui modificagcdes quimicas das drogas existentes e a identificacdo de novos alvos.
Atualmente, vinte e sete novos componentes estdo em teste e a OMS espera que, em
2010, pelo menos duas drogas sejam registradas e indicadas para o tratamento da TB,
encurtando o tratamento de seis para trés a quatro meses (WHO, 2006d). Dentre estas

drogas, a “diarylquinoline” e a PA842 mostraram ter um uma alta atividade contra M.
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tuberculosis. A imunoterapia com vacinas de DNA e a associacdo de citocinas com a
quimioterapia atual também estdo sendo estudadas, sendo caminhos alternativos

promissores para o tratamento da TB (Zhang et al., 2006).

Tabela 1.2: Esquemas de tratamento preconizados pelo Ministério da Saude.

Esquema Indicado: Fase Duracao Drogas
Esquema |- 2RHZ/RH Rifampicina
Doentes virgens de tratamento com baciloscopia 18 2 meses Isoniazida
positivq; tuberculose miliar; tuberculose extra Pirazinamida
toracica, exceto os portadores de formas
meningoencefalicas. Rifampicina
28 4 meses Isoniazida
Rifampicina
12 2 meses Isoniazida
Esquema lI- 2RHZ/7RH Pirazinamida
Forma meningoencefalica. Rifampicina
28 7 meses Pirazinamida
Rifampicina
Isoniazida
12 2 meses Pirazinamida
Esquema | reforgcado — 2RHZE/4RHE Estreptomicina
Recidiva apos curaeosu thr?wg]cl) apoés abandono do Rifampicina
| . 248 4 meses Isoniazida
Estreptomicina
Estreptomicina
Esquema lll- 3SEtEZ / 9EtE 18 3 meses Pirazinamida
Faléncia do tratamento dos esquemas | e | Etionamida
reforgado. Etambutol
Etambutol
28 9 meses Etionamida
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1.7. Importancia da isoniazida no tratamento da tub  erculose

A INH (Figura 1.3) € uma das principais drogas usadas para o tratamento da TB
e também para a quimioprofilaxia da doenca. E um derivado sintético do &cido
isonicotinico que, quando administrado, é rapidamente absorvido pelo aparelho
digestivo, sofrendo significativa biotransformacao (acetilagédo) no figado. Distribui-se em
diversos tecidos e fluidos corporais, incluindo o liquido cefalorraquidiano, onde alcanca
niveis equivalentes a 20% daqueles presentes no sangue; na presenca de inflamacéao
das meninges, estes niveis aumentam, igualando-se as concentracdes séricas. Sua
concentracao inibitéria minima é de 0,01-0,20 pg/mL e sua meia vida é de uma hora
nos acetiladores rapidos, e de 3 a 5 horas nos acetiladores lentos, elevando-se ainda
mais na presenca de hepatopatias.

Figura 1.3: Estrutura quimica da INH
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A inibicdo da sintese de acidos micdlicos, componente importante da parede
bacteriana, foi um dos primeiros mecanismos de acdo descritos para a isonozida. A
rapidez com que se evidencia seu efeito bactericida € fundamental na redugcdo da
populagdo bacteriana; normalmente, esquemas terapéuticos que a contenham séo mais
rapidos e eficazes que esquemas com rifampicina sem isoniazida (Botha et al.,1996 e
Donald et al.,1997). A isoniazida € usada tanto no esquema atual do tratamento da
tuberculose ativa como na quimioprofilaxia. Ela erradica rapidamente a maioria dos
bacilos em replicacdo nas duas primeiras semanas de tratamento; juntamente com a
rifampicina mata mais de 99% dos bacilos apos dois meses de tratamento
(Mitchison,1985, Iseman et al.,1989 e du Toit et al., 2006 ).

A isoniasida entra na célula micobacteriana por difusdo passiva (Bardou et al.,
1998), ndo apresentando por si sO atividade toxica para micobactérias. Ela porém atua
como uma pro-droga; como tal, necessita de uma série de biotransformacdes que se
iniciam por sua ativagao no citoplasma do M. tuberculosis através da enzima catalase-
peroxidase, codificada pelo gene katG (Middlebrook 1952; 1954 e Zhang et al., 1992).
Esta enzima é multifuncional e apresenta outras atividades (Wengenack et al.,1999;
Singh et al., 2004). Somente apds esta ativagcdo, a droga comeca a atuar, inibindo a
sintese de &cidos micdlicos e, conseqlentemente, a sintese da parede celular
bacteriana (Davidson e Takayama et al., 1979). Assim, a atividade da isoniazida &
especifica e eficaz contra M. tuberculosis, apresentando baixa atividade contra
patdgenos oportunistas do complexo M. avium. A quimioprofilaxia para a tuberculose &
realizada através da administracdo a isoniazida, sendo empregada com a finalidade de
evitar que um individuo recentemente infectado desenvolva a tuberculose ativa. A
isoniazida é extremamente importante, tanto no esquema de tratamento convencional,
como nos esquemas alternativos e na quimioprofilaxia pelo seu rapido mecanismo de
acdo. Apenas trés horas ap0s sua administracdo, a concentracdo inibitéria minima
(MIC) no sangue atinge valores 50 a 90 vezes acima da necesséria para a destruicdo
do M. tuberculosis. Assim, a isoniazida possui um forte poder bactericida associado a
uma acao esterilizante. Dentre as drogas administradas no tratamento da tuberculose,

a isoniazida € a que menos apresenta efeitos colaterais indesejaveis e de menor custo.
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Sabe-se que polimorfismos genéticos no hospedeiro podem contribuir para
diferencas interindividuais na resposta farmacoldgica ou toxicoldgica as drogas. No
caso especifico da isoniazida, sua biotransformacdo no hospedeiro ocorre através da
acetilagdo da mesma pela acdo da enzima N-acetiltransferase 2, codificada pelo gene
nat2. A capacidade do hospedeiro de acetilar a isoniazida esta diretamente relacionada
a biodisponibilidade da mesma para posterior agdo na bactéria (Figura 1.4). A
acetilagdo reduz extremamente a atividade terapéutica da droga, podendo portanto,
refletir na eficacia ou falha terapéutica (Hearn et al., 2004). O metabolismo da
isoniazida est4 sob o controle genético, e a populacdo humana pode ser dividida em
trés grupos (acetiladores rapidos, intermediarios e lentos), dependendo da taxa em que
ocorre sua metabolizacdo da isoniazida. No caso dos acetiladores rapidos, a droga é
acetilada e excretada mais rapidamente e nestes casos, deve-se fazer uma correcéo da
dose administrada a fim de se evitar uma provavel falha ou diminuicdo da eficacia

terapéutica.
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Figura 1.4: Esquema mostrando a ativagdo e a inativagdo da isoniazida. a) Ativagdo pela proteina
catalase peroxidase (produto do gene katG) e b) A enzima NAT que acetila isoniazida, gerando uma
droga terapeuticamente inativa (modificado de Sandy et al.,2005).
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1.8 Aspectos da resisténcia as drogas anti TB.

A resisténcia as drogas utilizadas no tratamento da TB representa um dos
maiores problemas para o controle da doenca. Especificamente, a disseminacdao das
cepas resistentes com conseqiente aumento da resisténcia primaria e o reduzido
namero de farmacos efetivos disponiveis para o tratamento sdo os pontos mais
preocupantes. O M. tuberculosis apresenta uma resisténcia intrinseca para muitos
antibioticos e quimioterapicos e esta resisténcia se da em parte pela impermeabilidade

relativa do envelope celular rico em acidos micélicos (Warner e Mizrahi, 2006).

A resisténcia pode ser classificada como adquirida ou secundaria, quando 0s
bacilos adquirem resisténcia durante o tratamento, ou resisténcia primaria, quando o
paciente ja se infecta com bacilos resistentes. Pessoas que apresentam resisténcia
primaria frequentemente apresentam falhas no tratamento com drogas designadas para

o tratamento das cepas sensiveis, tornando-se progressivamente mais resistentes.

O M. tuberculosis apresenta uma freqiéncia de mutantes naturalmente
resistentes as drogas, sendo a raz&do entre bacilos resistentes e sensiveis de 1x10°
para isoniazida, 1x10® para rifampicina e menos do que 1x10** para ambas
simultaneamente. Essa resisténcia aos medicamentos deve-se a mutacdes geneéticas
nas populacdes bacilares, fato mostrado desde o aparecimento das drogas
antituberculosas (Brasil, 2005); entretanto, nesta época, este fato ndo provocou
grandes preocupacdes ja que esquemas terapéuticos com mais de dois farmacos
permitiam a cura. Atualmente com o surgimento de cepas MDR a TB se tornou um
risco para o controle global da tuberculose, pois contribui para o aumento da propor¢cao
de morte por TB, estando freqiientemente associada a infec¢do pelo HIV (Rossetti;
2002). Em paises com altos numeros de TB e HIV, grande parte destes sdo resistentes

as drogas de primeira linha (Cohen et al., 2006).

Na maioria das vezes, a resisténcia (mono ou multi) é o resultado do acumulo de
mutacdes em diferentes genes presentes no M. tuberculosis. Contudo, outros fatores,
como mutagcbes em genes humanos associadas a diferencas na biotransformacao de

diferentes drogas, possam também estar envolvidas. No caso do patégeno, diferentes
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estratégias sao utilizadas para o desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos. Estas
estratégias se dividem basicamente em trés grupos: i) mecanismo de barreira (redugéo
da permeabilidade e bombas de fluxos); ii) degradacdo ou inativacdo de enzimas
envolvidas na biotransformacao dos farmacos e iii) modificacdo do alvo do farmaco por
mutacdes em um gene chave. No caso das micobactérias, principal mecanismo de
resisténcia as drogas € conseqiéncia de mutacdes espontaneas que ocorrem em
genes que codificam para um determinado alvo das drogas ou de enzimas envolvidas
na ativacdo destas drogas. Acredita-se que, quando a resisténcia surge durante a
quimioterapia, a mesma seja consequéncia da selecdo de mutantes resistentes, pré-
existentes na populacdo infectante. Para o desenvolvimento de uma populacéo
resistente aos antibioticos, é necessaria, a combinagéo de dois elementos chaves: (i) a
presenca de um antibidtico capaz de eliminar a maioria das bactérias presentes
sensiveis ao antibittico e (ii) condicdes necesséarias para permitir & sobrevivéncia dos
organismos resistentes ao antibiético. Estas bactérias resistentes apresentam
determinantes genéticos que codifica o tipo e a intensidade da resisténcia que serdo

expressas pela bactéria (Alanis, 2005).

1.8.1 Tuberculose multidroga resistente

A tuberculose multidroga resistente (TB-MDR) é definida como os casos em que
a doenca é causada por cepas resistentes pelo menos a isoniazida e rifampicina, duas
das principais drogas no tratamento da doenca. A TB-MDR, na maioria das vezes é na
decorrente do tratamento inapropriado que pode ser dividido em duas categorias: (i)
prescricdo do tratamento errado (droga, intervalo das doses e duracédo) ou (i) nao
aderéncia ao tratamento por parte dos pacientes (Fraser et al.,, 2006 e Di Perri e
Bonora, 2004).

A presenca de cepas resistentes a multiplas drogas, reflete deficiéncias no
controle da tuberculose, o que dificulta o tratamento e a prevencdo da doenca,
causando sua difusdo. E necessario conhecer a suscetibilidade aos diferentes

farmacos de uma linhagem individual a fim de se iniciar um tratamento com uma
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combinacdo de farmacos mais adequada. Aproximadamente 450.000 casos novos de
TB-MDR emergem a cada ano no mundo (WHO, 2006f) e a via mais comum para o
desenvolvimento da mesma, inicia-se com a monoresisténcia a isoniazida. O advento
da TB-MDR resulta em um consideravel aumento no custo do tratamento, bem como na
possibilidade de se tornar incuravel. Recentemente foi reportado que “super-cepas”
resistentes a pelo menos trés ou quatro drogas usadas no tratamento da tuberculose
correspondem a mais de 79% de todos os casos de tuberculose resistente a maltiplas
drogas (Warner e Mizrahi, 2006).

No Brasil, 0 nimero de casos de resisténcia multipla notificados no periodo de
2000 a 2005 foi de 1.907; destes, 1.246 foram provenientes da Regido Sudeste (Brasil,
2005). Segundo Souza et al., (2006), pacientes com histéria de tratamento prévio para

TB apresentam catorze vezes mais chances de desenvolver resisténcia multiplas.

1.8.2 Tuberculose “ Extensive” ou “Extreme Druqg resistant”

Em Outubro de 2006, a OMS apontou uma grande preocupacao com relacédo a
cepas de M. tuberculosis denominadas como “Extensive ou Extreme Drug resistant”
(XDR-TB), sendo cepas, além de MDR, que apresentam resisténcia contra
fluoroquinolonas e pelo menos a uma das trés drogas de segunda linha injetaveis
(capreomicina, canamicina e amicacina). A XRD-TB foi relatada em 10% dos casos de
MDR detectados (WHO, 2006c). No sul da Africa, 54 de 544 casos de tuberculose,
foram definidos como sendo “Extreme Drug Resistant” e 52 dos mesmos vieram a 6bito
(WHO, 2006c)

1.8.3 Bases moleculares dos mecanismos de resisténc ia contra drogas

Andlises genéticas e moleculares de bacilos resistentes sugerem que a
resisténcia é usualmente adquirida por alteracdes no alvo dos farmacos como
consequéncia de mutagbes nos genes que codificam esses alvos (Tabela 1.3), tanto

para as drogas de primeira, quanto para as de segunda linha. O entendimento das
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bases moleculares da resisténcia € de grande importancia para o desenvolvimento de
novas estratégias para o controle e tratamento da TB. O mecanismo de resisténcia a
isoniazida é complexo, porém o bloqueio de sua ativacdo por mutacdes no gene katG
gue alteram ou eliminam a atividade catalase-peroxidase estdo associados a altos
niveis de resisténcia. A mutacdo S315T € mais comumente encontrada em cepas
resistentes a INH; o produto deste gene mutado reduz a capacidade de ativacao da
mesma pela enzima catalase-peroxidase. Andlise molecular de isolados de M.
tuberculosis resistentes a isoniazida tem demonstrado uma associagdo direta entre a
ocorréncia de mutacdes e a resisténcia. Mutacdes relacionadas com a resisténcia a
isoniazida ja foram descritas em regides especificas de 4 diferentes genes: (i) gene
katG que codifica para a enzima catalase-peroxidase; (ii) inhA, que codifica para uma
proteina com potencial enzimético envolvida na sintese de acidos micdlicos e
conseqlientemente com a sintese da parede celular (Banerjee et al, 1994), (iii)) o gene
ahpC, que codifica para a enzima hidroperoxidase, que funciona como um componente
antioxidante (Sherman et al., 1995) e (iv) kasA, que codifica para a enzima (-cetoacil-
ACP sintetase, que juntamente com o produto da inhA formam um complexo enzimatico
envolvido na sintese dos acidos graxos e micélicos. Segundo Soini e Musser et al.
(2001), 75% a 85% dos isolados de M. tuberculosis resistentes a isoniazida apresentam
mutacdes nos genes katG e inhA associadas a perda da atividade de catalase-
peroxidase (Dobner et al., 1997, Musser et al., 1996 e Wengenak et al., 1999), a qual
também é responsavel pela ativacdo endogena da isoniazida. Contudo, segundo
Rossetti et al., (2002), nem todas as cepas MDR brasileiras apresentam estas
mutagbes indicando que outros genes estdo possivelmente envolvidos com a

resisténcia a isoniazida.

Resisténcia a rifampicina tem aumentado ultimamente e promovido o
aparecimento de cepas MRD. A rifampicina interage diretamente com a subunidade 3
da RNA polimerase, e algumas mutacdes neste l6cus conferem trocas conformacionais,
impedindo a ligacdo do farmaco, resultando na resisténcia. Diferentes mutacdes no
gene rpoB, localizadas em uma regido central de 81 pares de bases (pb), séo
associadas a cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina. Nos isolados

resistentes a pirazinamida, acima de 70 % apresentam mutagdes no gene pncA, que
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codifica a enzima pirazinamidase, a qual converte o farmaco em sua forma ativa
(Morlock et al., 2000). Dificilmente, a resisténcia a rifampicina ocorre isolada, estando
na maioria das vezes associadas a outros farmacos, principalmente a isoniazida, sendo
a resisténcia a rifampicina apontado com um marcador para tuberculose resistente a
multiplas drogas, (Rossetti et al., 2002). A resisténcia ao etambutol estd associada a
mutac6es em multiplos cédons no gene embB que resulta em proteinas diferentes
(Ramaswamy e Musser, 1998). A resisténcia a estreptomicina € associada a dois
genes, o rpsL que codifica a proteina ribossomal S12, sendo este o principal, e o gene
rrs que codifica 0 RNA 16S. Outras drogas usadas no tratamento da tuberculose, seus
alvos, mecanismo de acdo e gene envolvidos na resisténcia sdo também mostrados na
Tabela 1.3.



Tabela 1.3: Drogas usadas no tratamento da tuberculose, seus alvos, mecanismos de a¢do e genes envolvidos na resisténcia.

Droga MIC {ng/ML) Mecanismo de agao Alvos Genes envolvidos na
resisténcia
Isoniazida 0,010,20 Inibigdo da parede celular e sintese de inhb katG, inhA, oxy-R-ahpC,
ac. micdlicos kash, ndh?, nat?.
Rifampicina 0,050,50 Inibicdo da sintese de RNA RNA polimerase subunidade [ mpob
Pirazinamida 20100 Deplecdo da energia de membrana Metabolismo da energia de prch
ipH 5 ou 6) membrana
Etamhutol 15 Inibigdo da parede celular e a sintese Arahinosil transferase embCAB
de arabinogalactan
Estreptomicina 28 Inibigdo da sintese de proteinas Proteina rihossomal 12 e 165 rRNA | rpsl, rrs
Kanamicina 18 Inibigdo da sintese de proteinas 165 rENA Hs
Capreomicina 4 Inibigdo da sintese de proteinas 165 rRHA, 505 ribossomo, rRHA rrs, v
metiltransferase (HyA)].
Fluorogquinolon 0,240 Inibicdo da sintese de DNA DNA girase oy, gyrB
as
Etionamida 0,6-2,5 Inibigdo da sintese de ac. micdlico InhA inhh, elzfeth
Acido p- 18 Inibigdo da via do folato e sintese de Timidilato sintetase (thy#)? thyA

aminosalicilico

micobactina?

poau|

oedn
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1.9. A importancia do gene nat e da enzima N-acetiltransferase na resisténcia.

As N-acetiltransferases sdo encontradas em varios eucariotos e procariotos. Em
humanos foi primeiramente identificada como uma enzima chave para a
biotransformacéo da isoniazida no que se refere a excrecdo da mesma do organismo
(Peters et al., 1965). Em humanos esta enzima €é codificada pelo gene nat2, que,
juntamente com dois outros genes (pnat, natl), esta localizada no cromossomo 8p22. A
atividade deste gene é predominantemente observada no figado e no epitélio intestinal
(Williams et al, 2001) e caracteriza-se pela catalise da acetilacdo de arilaminas,
arilhidroxilaminas e xenobibticos a partir da acetil coenzima A. (Sinclair et al., 2000 e
Sim et al., 2000).

A relacdo entre os fendtipos de acetilacdo para a isoniazida e os gendtipos
polimérficos do gene nat2 foi descrita em 1990 por Deguchi et al.. O polimorfismo do
gene nat2 foi descoberto através da observacdo da toxicidade induzida pela isoniazida
em pacientes com TB (Hungles, 1954). Diferencas na citotoxicidade da isoniazida foram
atribuidas a variabilidade no gene nat2 e a conjugacdo de enzimas de fase Il
responsaveis pela desativacdo da isoniazida (Evans e White, 1964; Weber e Brenner;
1974). Com base nas diferencas observadas com relacdo a acetilacdo da isoniazida e
outras drogas, a populacdo humana foi entdo dividida de acordo com o fendtipo em
diferentes grupos denominados, acetiladores rapidos, intermediarios e lentos (Weber
1986, 1999). O fendtipo de acetiladores lentos deve-se pelo menos em parte, a
reducdo da quantidade da proteina NAT2 (Jenne,1965) ao nivel sérico. Apresenta uma
frequéncia de 50-60% em caucasianos, a qual,varia amplamente em diferentes grupos
étnicos (Weber; 1984 e 1986). Recentemente, um homdlogo ao gene nat2 humano foi
descrito em M. smegmatis, M. bovis-BCG e M. tuberculosis (Payton et al., 1999; Payton
et al., 2001a), e também na seqliéncia parcial do genoma do M. avium. Em M. bovis-
BCG e M. tuberculosis, este gene esta associado ao metabolismo da INH, podendo
contribuir com a resisténcia tendo sido designado NAT (Payton et al., 2001a, b; Upton
et al, 2001) O gene nat em M. tuberculosis, composto por 852 pb e codifica para uma

proteina de 283 aminoacido. No género Mycobacterium, o gene nat foi inicialmente
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estudado na espécie ndo patogénica M. smegmatis; neste estudo, o gene foi super
expresso, demonstrando uma associacdo com o aumento da resisténcia & isoniazida
(Payton et al., 1999). Tal observacéo foi confirmada em M. tuberculosis e M. bovis, nos
qguais foi demonstrado que tanto o RNAmM de nat, quanto a proteina NAT eram
produzidos por estas bactérias (Upton et al., 2001).

Recentemente, um SNP na posi¢cao 619 (G619A) foi relatado no gene nat do M.
tuberculosis; este resulta na substituicdo de uma glicina por uma arginina na posicao
217 na proteina (Upton et al., 2001). A frequéncia deste polimorfismo foi de 18% nos
isolados clinicos avaliados e a mutacdo aparentemente resulta em uma proteina menos
estavel e com menor afinidade pela isoniazida. Um estudo recente demonstra
claramente uma modificacdo na concentracdo inibitéria minima da isoniazida em
culturas de M. tuberculosis com esta variante nat mutada, sugerindo fortemente o
envolvimento desta proteina numa resisténcia parcial do M. tuberculosis a droga. O
mecanismo pelo qual este fendmeno acontece ainda ndo estd bem elucidado, mas os
autores cogitam a possibilidade da proteina (secretada) também estar envolvida com a
acetilagdo da droga (Upton et al., 2001a). Em 2003, pesquisadores demonstraram a
estrutura do NAT recombinante em M. smegmatis e através da comparagdo com o NAT
selvagem da mesma espécie, mostraram que polimorfismos neste l6cus em diferentes
isolados clinicos podem exibir diferentes niveis de sensibilidade a isoniazida
(Kawamura et al., 2003).

Em M. bovis BCG e em M. tuberculosis foi demonstrado que nat também possui
um papel importante na sintese de &cidos micolicos e, portanto, nos derivados dos
componentes da parede celular, sugerindo que nat micobacteriano pode ser um novo
alvo para droga (Bhakta et al., 2004). Este estudo sugere que nat apresenta um papel

muito mais importante do que inicialmente especulado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo inicial

Determinar a prevaléncia da mutagcdo 619A no gene nat em isolados de M.
tuberculosis provenientes de pacientes brasileiros portadores de TB e de diferentes
regides do pais e investigar a associacao da presenca da mutacdo com a resisténcia a

isoniazida.

2.2. Objetivos especificos

» Investigar a eventual presenca e a frequéncia de novos polimorfismos no gene nat
destes isolados;

» Verificar 0s genotipos dos isolados de M. tuberculosis que eventualmente
apresentarem variabilidade genética no gene nat por “Spoligotyping” para determinar

a razao da frequéncia;

» Verificar a associacdo da variante mutante 619A e outras eventuais mutagdes no

gene nat com a resisténcia a isoniazida;

» Nos isolados com polimorfismo no gene nat, verificar a presenca de mutagdes em
genes sabidamente envolvidos com resisténcia a INH para avaliar a importancia

desta associacgao;

» Investigar a presenca e comparar a variabilidade do gene em espécies do Complexo
M. tuberculosis.
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3. METODOLOGIA E DESENHO EXPERIMENTAL

3.1. Relacionado ao estudo da variabilidade do gene nat de isolados de M.
tuberculosis com intuito de verificar a presenca de mutacdes as  sociados a

resisténcia a isoniazida.

3.1.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo do tipo transversal analitico com uma fase
retrospectiva, a qual envolveu a utilizacdo de cepas previamente coletadas e com
alguns genes de resisténcia ja sequenciados (katG, ahpC, inhA, kasA) em outra
instituicAo e uma fase prospectiva com cepas isoladas durante o primeiro ano em
diferentes regides do pais.

3.1.2. Periodo de estudo

O presente estudo teve a duracdo de dois anos com inicio em Janeiro de 2005
e término em janeiro de 2007. O recebimento dos isolados de M. tuberculosis de
pacientes tuberculosos brasileiros e a parte do estudo compreendendo a analise de
SNPs no gene nat e sua eventual associagdo com a resisténcia a isoniazida iniciou-
se em janeiro de 2005. Durante o segundo semestre de 2006, obtivemos resultados
indicando que a variabilidade genética no gene nat poderia servir como marcador

para a diferenciacdo de organismos do CMTB a nivel de espécie ou sub-espécie.
3.1.3. Local de estudo e instituicdes participantes
Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) — Instituto Oswaldo Cruz (IOC) - Rio de

Janeiro - Departamento de Micobacterioses - Laboratério de Biologia Molecular

aplicada a Micobactérias.
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No caso das amostras coletadas prospectivamente, ap0s o isolamento das
cepas de M. tuberculosis, realizado nas unidades abaixo relacionadas, 0s mesmos
foram encaminhados a este laboratorio, no qual procedimentos como extracdo de
DNA, amplificacdo das regides de interesse por PCR, genotipagem por PCR-RFLP e
sequenciamento do DNA foram realizados. No caso dos isolados de origem
retrospectiva, este laboratério jA recebeu diretamente as amostras de DNA para a

realizagcdo dos mesmos procedimentos.

Fundacédo Estadual de Producédo e Pesquisa em Saude ( FEPPS), Porto Alegre,
RS, Brasil.

Este laboratorio foi responséavel pela obtencdo dos isolados clinicos da cidade
de Porto Alegre (RS), arrolados neste estudo. Foi realizada também a extracdo do
DNA dos mesmos, sequenciamento de alguns isolados para genes katG, inhA, ahpC
e kasA e teste de sensibilidade a drogas (método das propor¢cdes ou Concentracao
Minima Inibitéria para INH/MIC ).

Centro Hospitalar Instituto de Doencas do Térax (ID  T) e Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do R io de Janeiro (HUCFF-

UFRJ) e Laboratério de Micobacteriologia  — Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Este laboratério foi o responsavel pelo isolamento e obtencdo de todos os
isolados clinicos provenientes dos pacientes de tuberculose atendidos no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho. Realizou também o teste de sensibilidade a
drogas (método das proporcdes) em todos os isolados disponibilizados para o
estudo.

Laboratério de Tuberculose, Centro de Referéncia Pr  ofessor Hélio Fraga , Rio de

Janeiro, RJ, Brasil.



Metodologia e desenho experimental

Este laboratdrio foi o responsavel pelo isolamento e teste de sensibilidade dos
isolados clinicos provenientes dos pacientes com tuberculose atendidos no Centro
de Referéncia Professor Hélio Fraga e disponibilizou os isolados, bem como os

resultados dos testes de sensibilidade para a utilizacdo no presente estudo.

Instituto Adolfo Lutz , Sdo Paulo, SP, Brasil.

Este instituto foi responsavel pelo isolamento e a obtencdo dos isolados
clinicos provenientes dos pacientes com tuberculose da cidade de S&o Paulo e
realizacdo dos testes de sensibilidade as drogas (método das proporcdes); também

disponibilizou o DNA dos isolados e os resultados dos testes de sensibilidade.

Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadua | de Campinas
UNICAMP, Campinas, SP, Brasil.

Esta Instituicdo foi responséavel pelo isolamento das cepas dos pacientes com
tuberculose da cidade de Campinas e a realizacdo dos testes de sensibilidade as
drogas (método das proporcdes); o Instituto disponibilizou os DNAs dos isolados,

como também os resultados dos testes de sensibilidade.
Instituto Evandro Chagas , Belém, PA, Brasil.

Este Instituto foi o responséavel pela obtencdo dos isolados e dados clinicos de
pacientes da cidade de Belém, PA. Realizou também os testes de sensibilidade a
drogas (método das proporgdes) e disponibilizou os isolados como e resultado dos
testes para a utilizacdo no presente estudo.

Hospital Estadual Missejana , Fortaleza, Brasil.

Este hospital foi o responséavel pela obtencdo dos isolados clinicos obtidos do

Ceara, realizacdo dos testes de sensibilidade as drogas (método das proporcdes) e
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disponibilizou os isolados e os resultados dos testes para a utilizagdo no presente

estudo.

3.1.4. Selecdo das amostras

Os isolados utilizados neste estudo para investigar a associacdo de SNPs e
resisténcia a INH foram selecionados de acordo com a disponibilidade do DNA,

informacdes referentes aos testes de sensibilidade e regides geograficas.

3.1.5. Amostras

Foi obtido um grupo composto do DNA 441 isolados clinicos provenientes de
pacientes com tuberculose pulmonar de diferentes regides do Brasil, para o estudo
de associacéo do SNP nat®® e para busca de novos SNPs neste gene. A origem e
quantidade de isolados ou DNAs recebidos foram respectivamente: Fundacéo
Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude Porto Alegre - Rio Grande do Sul
(n=62); Laboratorio de Micobacteriologia - HUCFF-IDT-UFRJ (n=195); Centro de
Referéncia Professor Hélio Fraga, Rio de Janeiro (n=44); Instituto Adolfo Lutz, Sdo
Paulo (SP: n=53), Campinas - UNICAMP, Sdo Paulo (n= 36); Instituto Evandro
Chagas, Belém, Pard (n=48), Universidade de e o Hospital Estadual Missejana,
Fortaleza, Ceara (n=5). Todos os isolados foram cultivados e submetidos a teste de
sensibilidade para as drogas usadas no tratamento da tuberculose pelo Método das
Proporcbes descrita por Canetti et al.,(1963) e o DNA gendmico foi extraido dos
isolados clinicos de acordo com o método descrito por Van Embden et al.,(1993), e
em alguns casos os isolados foram apenas submetidos a lise térmica, em seus locais
de origem, com excecdo dos isolados provenientes do estado do Para e do
Laboratério de Micobacteriologia - HUCFF-IDT-UFRJ, dos quais as culturas foram

enviadas para a Fiocruz.
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3.1.6. Extracdo do DNA

As cepas foram crescidas em meio apropriado (LOwenstein-Jensen) e
enviadas ao nosso laboratério. Apds o recebimento, algumas coldnias foram
ressuspendidas em 500 uL de TE 1X (TrislOmM, EDTA, 1 mM pH 8,0) e inativadas a
80T por 20 min. O DNA cromossdmico foi extraido d e acordo com Van Embden et
al., 1993.

Resumidamente, as bactérias foram submetidas a uma lise quimica através da
incubacgdo com lisozima (10mg/mL) durante a noite a 37°C. Apoés a lise foi adicionada
uma solucéo de proteinase K (10mg/ml) e SDS 10% final. O material foi incubado a
65C por 10 min; posteriormente foram adicionados 100uL de NaCl, 5M. Apos
vigorosa agitacdo o DNA foi extraido com CTAB-NaCl,. A solu¢do foi novamente
incubada a 65T por 10 min. e posteriormente o DNA foi purificado através da adicédo
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), e centrifugacdo a 12 rpm por 5 min sendo em
seguida precipitado com 1, 8 vol. de isopropanol a -20C. Apds a secagem, realizada
a temperatura ambiente o DNA foi ressuspenso em um volume final de 30 pL de TE
1 X (10 mM Tris, 1 mM EDTA).

No caso de lise térmica, uma pequena quantidade de massa micobacteriana
foi colocada em tubos eppendorf, juntamente com 250 pL de TE 1X (Tris1l0 mM,
EDTA, 1 mM pH 8,0), agitados e submetidos a choque térmico por 10 min. a 100°C

e 5 min a -70°C, repetindo por trés vezes.
3.1.7. Desenho de iniciadores, condi¢cbes de PCR, se quenciamento e PCR-RFLP
Para o sequenciamento do gene nat, devido ao tamanho da regido de

interesse, dois pares de iniciadores foram desenhados com o auxilio do programa

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cqi-bin/primer3/primer3 www.cqgi /Whitehead Institute

for Biomedical Research). Um par flanqueando toda a regido codificante, 852pb
sendo um direto, anelando no nucleotideo 69 pb no gene Rv3566A abaixo do sitio de
iniciacdo da traducdo ATG e um reverso, 110 pb acima do cédon de parada no gene

aspB (fragmento de 1069pb) e um par interno sendo um direto, anelando nucleotideo
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401, e um reverso anelando no nucleotideo 455 do gene nat de forma a criar uma

sobreposicéo entre os dois fragmentos e cobrir toda a regido codificante (Figura 3.1).

Mycobacterium tuberculosis H37Rv

I ._I—O:O——

aspB ot RV3566A

CGACCCAGAAACT CATGT GGCAAACCACA T E B GO A AAGIIEE CCCGCT GCGCGACGAACGCCCGAATACCC
TGCGGT CGGT COGACGCGGCGACGAGET CAGAAT GECAACAT GGCACT GGATCTGACCGCGTACT TCGATCGCATCA
ACTATCGCGGCGCTACCGAT CCAACCCT GGAT GT TCT GCAGGAT CT GGT GACCGT GCACAGT CGAACGATTCCGTTC
GAGAACCT CGACCCGCT GCT GAGGGT GUCGGT CGACGACCT CAGT CCACAGRCGCT GGCCGACAAGCTGGTACTTCG
GCGCCGAGGCGAGTACT GCTTTGAGCACAACGGGCT GATGGGT TAT GT GCT GGCCGAACT CGGCTAT CGGGT GOGCC
GATTCGCCGCCCGOGT CGTCT GRAAGCT CGCGCCGGACGCECCCCT GCCGCCRCAGACGCACACCCT GCTGRGGGTC
ACGTTCCCCGRCT CGRRCGRATGCTAT CTCGT CGACGT CGRAT TCGGCGACCAAACACCGACET CACCERT TGGCCT
CGAAACCGGCEOCGT CCAGCCGACAACCCACGAACET TAT CGECT CEAGGAGCGCGT CGACGECT TTGT CTTGCAGG
CGATGGT CCGGGACACAT GGCAGACACT GTACGAAT TCACCACCCAGACCCGCCCGCAGAT CGATCT GAAAGTGGCC
AGCTGGTACGCCTCAACACACCCGGCAT CGAAGT TCGT CACGGGACT GACCGCCGUGGT GATCACCGACGACGCCOG
GTGGAACCTAT CTGGCCGCGACCT TGCOGT TCACCGT GOCGGT GGTACCGAGAAGAT CCGCCTTGCCGATGCGGCAG
CGGTTGT CGACACCCT GAGCGAACGGT TCGGGAT CAACGT GGCAGAT ATCGGCGAGCGCGECGCGECT CGAGACGCGT
ATCGACGAGCT AT TGGCT CGRCAGCCAGGAGCCGAT GOGCCGT AAGGCT TCTTCGATGT CGCCGCT TGGCCCGGCAA
ACGATAT CCGAACAAACGAACCCCCCOGT GCGGT GTCGAAAT CGAT TCCARGT GCGAT CGCAACACCGGT GTCGGCC
GCGAATCGCTGGT GAAGT CCGRAGAC

B [Iniciadores externos natlFenat4 R

[ Iniciadores internos nat2Renat3F

Figura 3.1: desenhos dos iniciadores para o sequienciamento do gene nat de M. tuberculosis

Para a amplificacdo do gene nat foram utilizados 40 pmol de cada um dos
iniciadores natlF, 5" - ATC GGT GCG ACATAGTTGG-3 enatd R5 -GCC TTC
TGC TCA AAG TTG CT - 3" numa reacao contendo: 2,5 mM MgCl,, 0, 2 mM dNTPs,
1U Tag DNA polimerase (Invitrogen-Brasil), tampédo 1X (10 mM Tris-HCI, 1, 5 mM
MgCl,, 50 mM KCI, pH 8, 3), 10 % glicerol e 10 ng de DNA alvo, em um volume final
de 100 pL. As condicdbes de amplificacdo foram respectivamente: uma
desnaturagéao inicial a 95C por 5 min., seguidos por 40 ciclos de 95C por 1min.,
65T por 1,30 min., 72T por 1 min. e um ciclo de e xtenséao final a 72C por 4 min.
gerando um produto de 1069 pb. Os iniciadores internos nat 2, 5" - GTC CTC GAG
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CCG ATAAGG GTT 3enat 3,5 - CAC CGA CCT CAC CGC TTC 37, foram usados
na reacao de sequenciamento, para garantir o sequenciamento de todo o fragmento.

Para a genotipagem da SNP G-619-A por PCR-RFLP foram utilizados 200 ng
dos iniciadores nat3F(RFLP) 5 - GAC GAG GTC AGA ATG GCA AC - 3' e nat5R
(RFLP) 5'- GGG GTT CGT TTG TTC GGA TA - 3' descritos por Upton et al., (2001)
que flanqueiam toda (852pb) a regido codificante do gene. Resumidamente, uma
reacao contendo: 2, 5 mM de MgCl;, 0, 2 Mm dNTPs, 1,0 U de Taq DNA polimerase,
recombinante (Invitrogen-Brasil), 200 ng de cada iniciador e tampé&o 1X (10 mM Tris-
HCI, 1, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8, 3) e 10-25 ng de DNA alvo em um volume
final de 50 uL. Apos preparada, a mistura de reacdo foi submetida as seguintes
condicbes de amplificagdo: um ciclo de desnaturacdo inicial a 95T por 5 min.,
seguido de 35 ciclos de 95T por 1 min., 61C por 1 min., 72T por 1 min. e um ciclo
final de extensdo a 72<C por 5 min. O produto ampli ficado gerado foi de 928 pb. Um
volume de 15 yL do produto amplificado foi submetido a digestédo enzimética com 3 U
da enzima de restricho BsmAl (New England BioLabs Inc. USA) seguindo as
recomendacbes do fabricante. A variante mutada insere um segundo sitio de
restricdo para esta enzima gerando um perfil eletroforético com 3 bandas (637pb,
181pb e 110pb) respectivamente,ja o alelo selvagem apresenta 2 bandas de 818bp e
110bp (Tabela 3.1).

katG

Para o sequenciamento da regido de interesse do gene katG foram utilizados os
iniciadores katG1l 5’ - CAT GAA CGA CGT CGA AAC AG - 3’ e katG2 5' - CGA GGA
AAC TGT TGT CCA T - 3’ (Silva et al., 2003), gerando um fragmento de 232 pb. A
amplificacdo foi realizada em uma reacdo contendo: 40 pmol de cada iniciador, 3 mM
MgCl,, 0, 2 mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen-Brasil), tampéao 1X (10
mM Tris-HCI, 1, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8, 3), 10 % glicerol e 10ng de DNA alvo
em um volume final de 100uL. As condicbes de amplificacdo foram: uma

desnaturacao inicial a 95C por 5 min., seguidos por 35 ciclos de 95T por 1min.,
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55 por 1,30 min., 72T por 1 min. e uma extensao final a 72T por 5 mim (Tabela
3.1).

inh A

Um fragmento de 206 pares de base correspondendo parte da regiéao
codificante do gene inhA (do c6don 63 a 131) foi amplificado utilizando 40 pmol dos
iniciadores inhAl, 5 - GAA CTC GAC GTG CAA AAC - 3’ e inhA 2,5 - CAT CGA
AGC ATA CGA ATA - 3 (silva et al., 2003), em uma reacdo contendo 2,5 mM de
MgCl,, 0, 2 mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase, (Invitrogen-Brasil), tampédo 1X (10
mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8, 3), 10 % glicerol e 10 ng de DNA
alvo, em um volume final de 100uL. As condi¢cdes de amplificacdo foram: uma
desnaturagéao inicial a 95C por 5 min., seguidos por 35 ciclos de 95T por 1min.,
53T por 1 min e 30 sec., 72T por 1 min. e uma ext enséo final a 72 por 5 min
(Tabela 3.1).

Regido intergénica oxyR-ahpC

A regido intergénica dos genes oxyR e ahpC (359pb), foi amplificada
utilizando uma reacao contendo: 40 pmol de cada iniciador, ahpCl, 5 - GCG TGG
GTG TTC GTC ACT GGT - 3’ e ahpC2, 5’ - CGC AAC GTC GAC TGG CTC ATA- 3
(silva et al., 2003), 2, 5 mM de MgCl,, 0, 2mM dNTPs, 1U Tag DNA polimerase,
(Invitrogen-Brasil), tamp&o 1X (10 mM Tris-HCI, 1, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8, 3),
10 % glicerol, 40 pmol de cada iniciador e 10 ng de DNA alvo em um volume final
de 100 pL. As condi¢cbes de amplificacdo foram uma desnaturacéo inicial a 95T por
5 min., seguidos por 35 ciclos de 95T por 1min., 6 7C por 1 min e 30 sec, 72T por

5 min. Seguidos de uma extenséo final a 72C por 4 min (Tabela 3.1).
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kas A

Para sequenciamento de toto o gene kasA, os iniciadores foram desenhados
seguindo o0 mesmo raciocinio dos desenhados para o seqienciamento de nat, neste
caso, porém foram utilizados 3 pares de iniciadores, por se tratar de um gene maior.

Para a amplificacéo da regido de interesse deste gene foram utilizados 40 pmol
de cada um dos iniciadores kasAl, 5 - TCC AGA AGC TCG AGG AAG AA-3 e
kas65 - CTT CCA TAT CGG TCC GAC TC — 3" em uma reacao contendo 3 mM de
MgCl,, 0, 2mM dNTPs, 1U Tag DNA polimerase (Invitrogen-Brasil), tampédo 1X (10
mM Tris-HCI, 1, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8.3), 10 % glicerol e 10 ng de DNA, em
um volume final de 100 pL. As condi¢cdes de amplificagcdo foram respectivamente
uma desnaturacao inicial a 95 por 5 min., seguido s por 40 ciclos de 95T por 1min,
55 por 1,30 min., 72T por 1 min. e uma extensdo final a 72 por 4min., gerando
um produto de 1443 pb. Neste caso também foram usados iniciadores internos, para

a reacao de sequenciamento (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1: Condi¢bes para amplificacdes.

Concentragéo Temperatura Tamanho
Lécus Iniciadores de de em
MgCl, anelamento pb
natl-eF 5’ ATC GGT GCG ACA TAG TTG G-3’
nat nat2-iR 5 GTC CTC GAG CCG ATA AGG TT-3'
nat3-iF 5 CAC CGA CCT CAC CGC TTC-3'
2,5mM 65 °C 1069
nat4 eR 5 GCC TTC TGC TCA AAG TTG CT-3'
nat nat3F(RFLP) 5' - GAC GAG GTC AGA ATG GCA AC -
3 2,5 mM 55 °C 852
nat5R (RFLP) 5' - GGG GTT CGT TTG TTC GGA TA- 3'
katG | KatG-F 5’CAT GAA CGA CGT CGA AAC AG-3'
KatG-R 5-CGA GGA AAC TGT TGT CC AT-3' 3 mM 55 oC 232
inhA | Inha-F 5 GAA CTC GAC GTG CAA AAC-3’
oxyR- | Ahpc-F 5GCG TGG GTG TTC GTC ACT GGT-3
ahpC Ahpc-R 5'CGC AAC GTC GAC TGG CTC ATA-3 2.5 mM 67 °C 359
kasAl-R 5’ TCC AGA AGC TCG AGG AAG AA-3’
kasA2-iF 5 GGG CAT GAT CAT ATG AAC G-3’
kasA3-iR 5 TGT CGA GAG CTA CGA CCT GA-3'
kasA kasA4-iF 5" GAG CGA GTC ATC GCC CTAC-3’ 3 mM 55 oC 1660

kasA5-iR 5" CAT CGA GAC GGA GGA GCA C-3

kasA-F 5 CTT CCA TAT CGG TCC GAC TC-3'

3.1.8 Deteccdo dos fragmentos de PCR e PCR RFLP.

Todos os produtos de PCR ou fragmentos gerados ap0s digestdo com enzimas

de restricdo (PCR-RFLP) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e

coloracdo do DNA com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A concentracdo da agarose

variou de acordo com o tamanho dos fragmentos analisados (1,5%-3%).

Todas as imagens geradas foram capturadas e armazenadas usando 0s

programas de foto documentacdo Kodak 1 D V3. 6 Image Analysis Software/4
(Science Park, New Haven CT 06511, USA/Eastman Kodak Company).
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3.1.9 Purificacdo dos fragmentos amplificados

Purificacdo com acetato de amdnia

Para a purificagdo dos produtos amplificados (retirada dos iniciadores e
nucleotideos nédo incorporados na reacdo de PCR), a cada produto amplificado
(100 pL), foram adicionados 50 pL de acetato de amoénia (7,5M) e 150 pL de
isopropanol, em seguida a mistura foi agitada vigorosamente e incubada por 10
minutos a temperatura ambiente. ApOs centrifugagcdo o sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e 400 pL de etanol 70% foram adicionados e submetido a
nova centrifugacdo. Procedido o descarte do sobrenadante, o DNA foi seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 10uL de TE 1X (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8,0).

Kit comercial de purificagdo QIAquick ®
Em alguns casos a purificagdo dos produtos amplificados foi feita com o kit

comercial de purificacdo QIAquick ® (QIAquik PCR Purification Kit/QIAGEN) de

acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.1.10 Reacdo de segiienciamento

Para a reacdo de seqiienciamento foi usado o kit ABI Prism BigDye™
Terminator (Applied Biosystems). Apds a purificacdo do produto amplificado, foram
feitas reacdes contendo 1,5 do tampéo (5X Sequencing Buffer), 0,5 yuL de BigDye,
3,2 pmol do iniciador, 5-20 ng de DNA purificado e H,O g.s.p 10 pL. Em seguida as
reacoes foram submetidas a termociclagem, obedecendo as seguintes temperaturas

e tempos: 40 ciclos de 96°C por 10 seg., 50°C por 5 seg. e 60 °C por 4 min.



Metodologia e desenho experimental

3.1.11 Precipitacdo dos produtos para sequenciament 0

Foram adicionados 30 pL de isopropanol a 75% ao produto gerado apés a
PCR e agitado vigorosamente por 10 seg. Esta mistura foi incubada por 15 min. a
temperatura ambiente e em seguida centrifugada por 45 min. a 4.000 rpm a 20 °C.
O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foram adicionados 50 pL de etanol
75%. Apdés uma segunda centrifugacdo por 15 min. a 4.000 rpm e 20°C, o
sobrenadante foi retirado e a placa foi submetida a secagem em termociclador por
10 min a 60°C, em seguida mantidos a -20 °C até o momento do seqlenciamento.
Antes do sequenciamento, os DNAs referentes as diferentes amostras foram
desnaturados através da adicdo de 10 pL de formamida (Hi-Di™, Applied

Biosystems) e incubacgéo a 95 °C por 3 min., sendo em seguida resfriado.

3.1.12 Sequenciamento

O sequenciamento automatico direto do produto de PCR foi realizado em
sequenciador ABI3730 (Applied Biosystems). Os iniciadores usados para o
sequenciamento de diferentes alvos foram os mesmos usados para a amplificacéo,
exceto para os loci nat e kasA, nos quais iniciadores internos também foram
utilizados exclusivamente para o sequenciamento. Os sequenciamentos foram
realizados na Fundagdo Oswaldo Cruz, Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular - Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ
(http://www.dbbm.fiocruz.br/PDTIS Genomica/).

3.1.13 Analise das segluéncias

As sequéncias foram analisadas através do programa SeqScape versao 2.1
(Applied Biosystems). As sequéncias foram alinhadas e comparadas com base na
sequéncia ja publicada do genoma de M. tuberculosis H37Rv depositada no

GenBank (http://www.sanger.ac.uk/Projects/M tuberculosis).
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3.1.14 Spoligotyping

Para tipagem por “Spoligotyping” dos isolados clinicos, nés utilizamos o
protocolo modificado descrito anteriormente (Kamerbeek et al., 1997). Dez nano
gramas de DNA extraido ou 5 pL de lisado bacteriano foram amplificados usando
os iniciadores DRa e DRb. Este método de tipagem é baseado em polimorfismos
presentes nas regides DR “Direct Repeat’” que estdo presentes no Complexo
Mycobacterium tuberculosis. Apés uma diluicdo os DNAs foram incubados a 80C
por 20 min., em seguida foram adicionados a mistura de reag&o contendo 1, 5 mM
de MgCl;,, 0, 2mM dNTPs e 1 U de Tag DNA polimerase recombinante (Invitrogen-
Brasil ) e 20 pmol dos iniciadores DRa 5- CCG AGA GGG GAG GGA AAC-3'
(biotinilados) e DRb (5'- GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3') um volume final de 30
ML a qual foram submetidas as seguintes condi¢bes: Desnaturacdo inicial de 3
min. a 96 C, seguidos por 35 ciclos de 1 min a 96 T, 1 min a 55T e 30 seg. a
72C. Apo6s a amplificacdo o DNA foi hibridado contra um conjunto de 43
oligonucleotideos derivados do M. tuberculosis H37Rv e M. bovis - BCG P3. Para
hibridacéo reversa, os produtos da PCR foram diluidos em 30 pL de tampé&o [SDS
0,1/SSPE 2X (0, 2 mM NayHPO4, 3, 6 M NaCl, 20 mM EDTA, pH 7, 4)]
desnaturado a 99 € por 10 min. e colocado em gelo até a aplicagdo no minibloter
MN45 (Isogen, Holanda). A membrana do Spoligotyping (Isogen) foi submetida a
uma pré lavagem a 60 € em SDS 1%/SSPE 2X durante 5 min. A membrana foi
posta no minibloter e o DNA foi aplicado e incubado 60<C, por 1 h, apos isto a
membrana foi lavada duas vezes em 200 mL de SSPE 2X/SDS 0.5% por 10 min. a
60T e incubada em 10 mL SSPE 2X /SDS 0,5% contendo 10 pL de streptovidina-
peroxidase (Amersham Bioscience) por 1 h. a 42T, seguido por duas lavagens
com SSPE 2X/SDS 0,5% a 42T durante 10 min. Para a remoc¢do do SDS da
membrana, a mesma foi lavada com SSPE 2X a temperatura ambiente. Para a
visualizagéo do resultado a membrana foi incubada por 1 min em 15 mL do kit de
luminescéncia ECL (Amersham Bioscience) e exposta a um hiperfilme por duas

horas.
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Apés a revelacdo, a auto-radiografia foi analisada e os resultados
transformados em codigos binarios (Excel) sendo os perfis encontrados
comparados com os perfis depositados no banco de dados internacional de

Spoligotyping SpolDB4.0 (http://www.pasteur-qguadeloupe.fr/tb/spoldb4).

3.1.15. Andlise estatistica

A significancia estatistica entre a presenca da varidvel mutante e os
parametros de sensibilidade, resisténcia (MDR+R-INH) e resisténcia individual a INH
ou MDR foi verificada usando o teste qui-quadrado, quando apropriado, ou o Teste
Exato de Fisher (Epi Info, versdo 6.04, Centers for Disease Control and Prevention -
CDC). A magnitude das associacdes foi estimada como razdo de chances (odds
ratio, OR) com seus respectivos intervalos de confianga (IC). O nivel de significancia

estatistica adotado foi de 5% .
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3.2. Abordagem com o objetivo de analisar a variabi lidade genética para definir

marcadores gue diferenciam espécies do CMTB

3.2.1. Periodo de estudo

Esta parte do estudo foi iniciada no segundo semestre de 2006 em nosso
laboratério e contou com a colaboracdo e/ou financiamento das instituicoes

estrangeiras mencionadas a seguir.

3.2.2. Local de estudo e instituicbes participantes

National Reference Center for Mycobacteria , D-23845 Borstel, Germany.

Esta Instituicdo disponibilizou os DNas de isolados de pacientes com

tuberculose pulmonar originarios de Gana (Africa).

Columbia University Medical Center -The New York - Presbyterian Hospital,

University Hospital Columbia and Cornell, New York, EUA.

Esta instituicdo disponibilizou os DNas de isolados de referéncia e clinicos
(humanos e veterinarios) de micobactérias do Complexo M. tuberculosis que foram
utilizados neste estudo para a validacdo de um dos resultados obtidos em nosso
laboratorio. Também realizamos neste instituto parte da diferenciacdo molecular
(PCR e PCR-RFLP) dos isolados provenientes de Gana.

Division of International Medicine and Infectious D iseases, Department of
Medicine, Joan and Sanford I. Weill Medical College , Cornell University , New
York, NY, EUA.

Nesta instituicao fizemos parte dos PCR-RFLP e sequienciamos alguns genes

avaliados neste estudo.
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3.2.3. Selecao das amostras

Para investigar a possivel presenca do gene nat gene em outras
micobacterias do CMTB, seqienciamos inicialmente 16 isolados clinicos (CMTB)
recebidos do RIVM (Bilthoven, Holanda). Para a confirmacg&o dos resultados obtidos
com o sequUenciamento do gene nat em micobactérias do CMTB, foi selecionada uma
colecdo de 124 cepas do CMTB que ja haviam sido caracterizadas bioquimica e
molecularmente a nivel de espécie (Huard et al., 2006). ApdOs a confirmacdo as
SNPs foram validadas em uma segunda colecéo de isolados de pacientes ganenses

(Africa) com tuberculose pulmonar ainda n&o caracterizada.

3.2.4. Amostras

Uma colecao de DNA genémico de 124 bactérias pertencentes ao CMTB bem
caracterizadas (Huard et al., 2006) compreendendo M. canetti (n=5), M. tuberculosis
(n= 44), M. africanum subtipo 1a (n= 18), M. africanum subtipo 1b (n= 12), dassie
bacillus (n= 4), oryx bacillus (n= 2), M. microti (n= 10), M. pinnipeddi (n= 7), M.
caprae (n= 1), M. bovis (n= 14), M. bovis BCG (n= 8). Esta colecédo é composta tanto
por cepas de referéncia como por isolados clinicos de origens diversas e um
segundo grupo composto por uma colecdo de 47 DNAs de cepas provenientes de

pacientes com tuberculose pulmonar originarios de Gana (Africa).
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3.2.5. Desenho de iniciadores, condicdes de PCR e s equenciamento para a

analise da composicao genética de isolados de CMTB.

Como descrito na tabela 3.2, alguns iniciadores foram obtidos de publicagfes
anteriores (Brosch et al.,, 2002, Goh et al, 2001, Huard et al., 2003, Huard et al.,
2006, Lee et al., 2002, Mostrom et al., 2002, Niemann et al, 2002 e Tsolaki et al.,
2004) e outros foram desenhados como descrito anteriormente com auxilio do
programa PrimerSelect (DNASTAR Inc., Madison, Wis.). No caso das regides de
delecdes (TbD1, RD7, RD8, RD9 e RD10) foram desenhados 3 iniciadores (um
interno e dois externos), para amplificar fragmentos de aproximadamente 500 e 300
pb dependendo da presenca ou auséncia de delegbes. Foram selecionados
precisamente marcadores que possibilitariam a distingdo entre M. tuberculosis de M.
africanum e seus subtipos, pelos novos marcadores encontrados e pela natureza dos
isolados estudados. Para este fim foram analisados SNPs em alguns genes
especificos, bem como longas sequéncias polimorficas, através de sequenciamento,
PCR ou PCR-RFLP, dependendo da viabilidade ou custo efetividade.

Para a confirmacdo da SNP nat” (G-A), foram seqiienciados alguns isolados
representativos do CMTB utilizando a mesma abordagem descrita na secdo 3.1.7,
apos a confirmacao foram desenhados iniciadores para abranger a regido polimoérfica
gerando um fragmento de 766 pb, sendo um dos iniciadores anelando a partir do
nucleotideo 596 do gene nat e o outro a partir do nucleotideo 623 do gene aspB,

para o desenvolvimento do protocolo de PCR-RFLP para a detecgcao deste SNP.
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Mycobacterium Tuberculosis H37Rv
G751A
e e — . . . ]
_> <—
aspB nat

AT GGCACT GGAT CTGACCGCGTACTTCGATCGCATCAACT AT CGCGGCGCTACCGATCCAACCCTGGATGTTCT
GCAGGATCTGGT GACCGT GCACAGT CGAACGATT CCGT TCGAGAACCT CGACCCGCT GCT GGGGGT GCCGGT CG
ACGACCTCAGT CCACAGGCGCT GGCCGACAAGCT GGTACT TCGGCGCCGAGGCGGGTACT GCTTTGAGCACAAC
GGGCTGATGGGTTATGT GCT GGCCGAACT CGGCTAT CGGGTGCGCCGATTCGCCGCCCGCGT CGTCTGGAAGCT
CGCGCCGGACGCGCCCCT GCCGCCGCAGACGCACACCCTGCTGGGGGT CACGTTCCCCGGCT CGGGCGGATGCT
ATCTCGTCGACGT CGGAT TCGGCGGCCAAACACCGACCTCACCGCT TCGCCTCGAAACCGGCGCCGTCCAGCCG
ACAACGCACGAACCTTAT CGGCTCGAGGACCGCGTCGACGGCTTTGTCTTGCAGGCGATGGT CCGGGACACATG
GCAGACACT GTACGAATT CACCACCCAGACCCGCCCGCAGAT CGAT CT GAAAGT GGCCAGCT GGTACGCCT CAA
cAC N C CGCCGCGGT GAT CACCGACGACGCCCGGT GGAACCTATCT
GGCCGCGACCTTGCCGTTCACCGT GCCGGT GGTACCGAGAAGAT CCGCCTTGCCGATGCGGCAGCGGT TGTCGA
CACCCT GAGCGAACGGTTCGGGAT CAACGT GGCAGATAT CGGCGAGCGCGGCGCGCT CGAGACGCGCATCGACG
AGCTATTGGCT CGGCAGCCAGGAGCCGATGCGCCGT AAGGCT TCTTCGAT GT CGCCGCTTGGCCCGGCAAACGA
TATCCGAACAAACGAACCCCCCCGT GCGGT GT CGAAAT CGAT TCCGGGT GCGAT CGCAACACCGGT GT CGGCCA
GCAACT TT GAGCAGAAGGCCAGCGAATCGCTGGT GAAGT CCGGAGACGT CGGCGTAGACGTAGAAT GCGCCGTC
GGTGGGT GCCAGCCGGT CGATGCCGAT GCGACGCAGACCGT CCAGCAACAGCGAGCGGT TGATCGCGTAGCT GG
CCAGGT TGCCGT CGGCCT CGGCGGT CGCCT CCGGGGT GAACGCGGACACCGCGGCGAT CT GCGACAAGACCGGC
GGGCAGAT GGTGAAGT TGCCGGT CAGGCAGT CCACCGCGCGGCGCAGCACCGT CGGCACCAGCAGCCAGCCCAG
CCGCCAGCCCGT CATCGCGTAATACT TGGAAAAGCT GT TGACTACCACCGCGTTTCGCGACGT CTGCCAGGCGC
A GGCCGT GGTAGACCT CAT CACT GAT CAACCGGACAT CCGATGCG
TCACACCACGACGCGATGGCCGCCAGTTCT TCGGGCGGGATGACGGTTCCGGT CGGGT TGGCCGGGCT GGCGAC
GACGACACCGCGCAGCGGT GGGTCGATCTCGGCCAGCATCTGCGCGGT CGGT TGGAAT CGGGT CTGCGGT CCGC
ACGGGATCTCCACGACCT CACATCCCAGCGCT GACAGGATAT TCCGGTAGCACGGGTAGCCGGGACTGGCCATC
GCGACCCGAT CACCGGCGT CGAAGCACGCCAGAAACGCGAGCAGAAAGCCGCCCGAGGAGCCCGTGGT GATCAC
CACCGCAT CGGGTTCGACGGT GAT GCCATGCCGGCGT T GGTAAT CCGCGGCGATAGCGT CGCGCAGCT CCGGAA
TACCCAGCGCCACCGAGT AT CCCAACT GGT TGAGAT GCAGGGCGGCGGCCGCGGCCGCACGCACCGGT TCCGGA
GCGCCCGCACTGGGTTGGCCCGCCGAAAGATTCACCAGAT CCCCAT GGGT GCGCT GGCGCTCCGCGGCCGCCAA
CCAGACGT CCAT CACGTAGAACGGGGGAACGCCGGCACGCAGGGCGACACGATCCGTCAC

B Iniciadores natRFLP 751-F e natRFLP 751-R

Figura 3.2 : Desenho dos iniciadores usados para a genotipagem da mutagéo nat G751A PCR-RFLP.

Dois microlitros do DNA purificado (25 a 50 ng) foram adicionados a reacédo de PCR
contendo 25 pL High Fidelity PCR Master (Roche Diagnostics, Roche Applied
Science, Germany), 2,5 pL de DMSO?® (5%), 20 uM de cada iniciador em um volume
final de 50uL. Trés programas foram usados para amplificacdo: Programa 1)
desnaturacgédo inicial a 94C por 5 min., seguindo por 35 ciclos de 94 por 1 min.,
60T por 1 min., 72T por 1 min. e uma extensao fin al a 72T por 10 min; programa
2) desnaturacéo inicial a 94C por 5 min., seguindo por 35 ciclos de 94<C por 1 min.,

65T por 1 min., 72T por 1 min. e uma extensao fin al a 72 por 10 min. e programa

® Para a PCR para amplificagéo da regido RD701, foi necessario adicionar 10% de DMSO (5 uL)
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3) desnaturacéo inicial a 94 por 5 min., seguindo por 45 ciclos de 94 por 1 min.,
60T por 1 min., 72C por 1 min. e uma extensado fin al a 72 por 10 min. Os
detalhes de cada sistema estéo listados na tabela 3.2.

Com relacdo a genotipagem por PCR-RFLP dos SNPs nat”* (G-A), aroA'’
(G-A), cpf 32°! (G-A) e TbD1™ (C-T), as enzimas usadas, foram escolhidas com o
auxilio do programa MapDraw (DNASTAR Inc., Madison, Wis.) ou baseadas na
literatura tabela 3.3.
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Tabela 3.2: Condi¢des de amplificacdes.

Tamanho
Locus Iniciadores em
pb
KkatG2o3 katG203-F 5' GCC GGC GCC ATG GGT CTT ACC GAA AGT GTG 3’ 370
katG203-R 5' GGG CCG CTG GTC CCC AAG CAG AC 3
KatG“e3 katG203-R 5' GGG CCG CTG GTC CCC AAG CAG AC 3' 351
katG463-F 5' GAC GAG GTC GGC GAA GGA CAC TTT GA 3,
ayr 795 gyrA-F 5 GGA GGT GCG CGA CGG GCT CAAG 3’ 354
gyrA-R 5' ACC CGG CCG TCG TAG TTA GGG ATG AAA TC 3
rp oR1163 rpoB-F 5' TCA AGG AGA AGC GCT ACG A 3’ 359
r OBlO49
p rpoB-R 5' GGA TGT TGA TCA GGG TCT GC 3’
h sp65540 hsp65-F 5' ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT 3’ 441
hsp65-R 5' CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT 3’
Rv1510112° | Rv1510-F5 GTG CGC TCC ACC CAA ATA GTT GC 3 1.033
Rv1510-R 5' TGT CGA CCT GGG GCA CAA ATC AGT C 3’
1.400
gyrs 14 gyrA-R 5' ACC CGG CCG TCG TAG TTA GGG ATG AAA TC 3,
gyrB-F 5' TCG GAC GCG TAT GCG ATATC 3’
aroAl’ aroA-F 5’ ACC GCA CCC GGT GGC CTC GTC TAT 3, 431
aroA-R 5' ACC GTG CCC GCC AAG CCA CAG TC 3’
PRONarGHJ | _PRONarGHJ-IF 5°AAC CGA CGG TGT GGT GAC 3 150
-251
' PRONarGHJ-IR 5°'ATC TCG ATG GTA GGG CGT C 3'
nat’™ natRFLP 751-F 5’ ACC CGG ATC GAA GTT CGT CAC GGG ACT GA 3’ 766
natRFLP 751-R 5 TGG TGT ACC AGG GGG CAC CGC AAA CCAG 3’
cpf 32 311 3'cfp32-F 5' CGA ATC ATT GGC ACG TCT ACT TTG 3’ 372
3'cfp32-R 5 GTG GCA CCG GCG GCA CCG CAC ACC T 3'
TbD1 17 TbhD1-F 5' CGT TCA ACC CCA AAC AGG TA 3’ 500

TbD1-R 5 AAT CGA ACT CGT GGAACACC 3
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Continuacéo tabela 3.2

Locus Iniciadores Tamanho em | Programa
pb (PCR)
TbD1flnk-F 5 CTA CCT CAT CTT CCG GTC CA 3’
TbD1 mmpL6-R 5 CAT AGA TCC CGG ACA TGG TG 3' 500/300 2
TbD1fank-iF AAG GAA CTG CGA GAT AGG ATC GCC
RD7-F 5 CGC CGC GCC ATG GTA ATC GTA ATC GTG 3’
RD7* RD7-R 5 CGT CCC GTG TTC GCA ATG CTA TGA GAC C 3’ 500/300 2
RD7-R 5 ATC ACC GCC CAT GGG ATC GTC ATC AACA 3
RD8-F 5' CAT GCT AAG CAG ATC GTC AGT AGT TTT GA 3’
RD8 RD8-iF 5 GCC GCA TTG TCG GGG TCG GAT TCC CACACC 3’ 500/300 2
RD8-R 5’ CGCTTC CGG CGGGCT CCG GAT TGC TGT ACT 3
RD9-F 5" ACT CCC AGC GCT CGG CGG TGA CGG TAT CGT 3’
RD9 RD9-R 5 GTG GCT CGG CAC GCA CAA CTC GTT CAA CAG 3’ 500/300 2
RD9-R 5 ATT CCG TGG GCG CTG CGG CCAATG TTT GTT 3
RD10-F 5 GCG CCA CCT CGG CCG GAT TCC TGC AAC CAT 3'
RD10 RD10-R 5’ CTC GGC GGC AAG TCG GCG GCC ATC ATT CTC 3' 500/300 2
RD10-R 5 TTC GGC CTT GCC GTC ATA GCG CAA TAG CGA 3’
RD701-F 5' CTG TGC AGG TGG TCG TTT C 3
RD701 RD701-R 5' CGA ATT GCT CAT CCC GTAAC 3’ 2.08/340 3
RD702-F 5 CCG CAA CTT CGA GTACCT TT 3
RD702 RD702-R 5' GTT GGG TTG CTG GTC CAT 3 2.10/732 3
RD711-F 5 GGC CGC CCT GCT CAA GAA CCT 3’
RD711 RD711-R 5 CCT AGG CCG GCG ACG AAG TG 3’ 2.885/942 3
RD713-F 5 CCATCT GCG CTT TCG GTG CTT CT 3 Falha/4.248/2
RD713 RD713-R 5' CTG CCA GTC GTC TTC CCC ATT GTG 3 .798 3
NV0577-F 5' ATG CCC AAG AGA AGC GAA TAC AGG CAA 3’
cfp32 v0577-R 5’ CTA TTG CTG CGG TGC GGG CTT CAA 3’ 787 3
PPES55-F 5 AGG ACA ACC CCG ACA GCT GCT CAC CAA cat 3
*PPE55 | PPE55-R 5 AGC GTC ACT GTC GGC CCT ATC CTG 3’ 346 1
RV1257c-F 5 GGT GGC GAG CTG GAA TTC GTG AGA CAT TAC 3
*RD 13 Rv1257c-R 5' CAT GCG CGA GGA GCG GAA TCT GAT GAT 3’ 456 1
*RD711 | RD711-390-F 5 GCC CTG CGA GCC TGC ACG AAC CTG AGA TT3' 1
SNP390 | RD711-390-F 5CGA GCC CCC GAC GTC GGT GAT GGA GTT CA 3’ 344
pks1l-F 5 TCT TGC CCA CCG ACC CTG GC 3'
*pks15/18 | pks1J-R 5 GCA GGC GAT GCG TCA TGG GG 3 520 1

* Estes loci foram seqiienciados para a detecgio das mutacdes investigadas.
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Tabela 3.3: Protocolos PCR-RFLP usados para a diferenciacdo de espécies do

CMTB.
Enzima = . = Publicacao
Lécus de PRI ?S (]jlgestao prévia
restricdo Subespécies CMTB P (referéncia)
PGGla CMTB 370
katG** BstNI Huard,2006
PGG1b, PGG2, PGG3
CMTB 230,140
PGG1 CMTB 174,104,61,2
katG*® BstNI Huard,2003.
PGG2, PGG(_3 M. 278, 61,12
tuberculosis
gyrA95 Alel PGG3 M. tuberculosis 193, 161 Huard, 2006.
PGG1, PGG2 CMTB 354
1163 .
rpoB BstUI M. africanum la 332,28 Huard,2006.
Outras espécies CMTB, 253, 79, 28
. Le
rpoBlO49 Sau3Al M. africanum la 250,69,18,12,11 Fle"che.2002.
Outras espécies CMTB, 163, 87, 69,12, 11, 12
540 M. africanum la 391,50
hsp65 AflllI - Huard,2006.
Outras espécies CMTB 441
M. africanum la, dassie
Rv1510'%° Nrul bacillus 841,192 Huard,2006.
Outras espécies CMTB 1033
Tagla
ayrB 1450 M. canettii , M. tuberculosis 444,270,129, 94,746, Niemann,2000.
Outras espécies CMTB 444,177,163,129,94,74,21,6
aroA™’ BssHI M.africanum 1b 254,177
Neste estudo
Outras espécies CMTB 150, 104
nat’®* * Begl M.africanum la 271,208, 177,111
Neste estudo
Outras espécies CMTB 447, 208, 111,
cpf 32 3 BstNI PGGlaC 235, 75, 34, 28 Neste estudo
Outras espécies CMTB
263, 75, 34
TbD1 ¥’ Tsel M. africanun Ib 454, 46
Neste estudo
Outras espécies CMTB 261, 180, 59
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3.2.6 Confirmacao dos protocolos de PCR-RFLP usados neste estudo

Todos os sistemas de PCR e PCR-RFLP desenvolvidos durante a
realizacdo deste estudo foram confirmados através do sequenciamento de, no

minimo, 3 amostras com genotipos conhecidos.

3.2.7 Purificacdo dos fragmentos amplificados

Para a purificagdo dos produtos amplificados (retirada dos iniciadores e
nucleotideos nao incorporados na reacdo de PCR) foi usado o kit comercial de
purificacdo QIAquick ® (QUIAquik PCR Purification Kit/QIAGEN).

3.2.8 Seglenciamento

O sequenciamento automatico direto do produto de PCR foi realizado em
sequenciador ABI3730 (Applied Biosystems). Os iniciadores usados para o
sequenciamento de diferentes alvos foram os mesmos usados para a amplificacéo.
O produto purificado juntamente com os iniciadores foram  enviados para

BioResource Center na Cornell University, Ithaca/N.Y, (http://www.brc.cornell.edu).

3.2.9 Andlise das sequéncias

As analises das sequéncias foram feitas com o auxilio do programa
MegAling (DNASTAR Inc., Madison, Wis.). As sequéncias foram alinhadas e
comparadas com a sequéncia ja publicada do genoma de M. tuberculosis H37Rv

depositadas no  GenBank( http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_tuberculosis) .
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagdo da possivel associacdo da variante m  utante 619-A presente no

gene nat de Mycobacterium tuberculosis  com resisténcia a INH.

Para a determinacédo da frequéncia da variante mutante 619-A e determinacéo
da sua possivel associacdo com a resisténcia a isoniazida, 443 isolados oriundos de
diferentes pacientes com TB pulmonar (periodo de 1996-2005) de diferentes regifes
do pais foram avaliados (Tabela 4.1). Destas, 237 (53,5%) apresentavam resisténcia
a pelo menos uma das drogas usadas no tratamento da TB enquanto 206 (46,5%)

nao apresentaram resisténcia, sendo consideradas sensiveis (S) (Figura 4.1a).

Tabela 4.1: Origem dos diferentes isolados clinicos de acordo com a regido
geogréfica e resultado dos testes de sensibilidade.

Perfil NORTE | NORDESTE SUL SUDESTE
de Resisténcia
Belém Ceara Porto Alegre | Rio de Janeiro Séo Paulo
R-INH 20 1 25 23 22
MDR 12 4 20 56 57
S 16 - 17 160 10
TOTAL 48 5 62 239 89

Quando agrupamos de acordo com o tipo de resisténcia, das 237 cepas
resistentes 88 (37%) eram mono resistentes e 149 (63%) eram resistentes a
multiplas drogas (MDR; Figura 4.1b). Dos isolados mono resistentes, todos
apresentaram resisténcia apenas a isoniazida enquanto que as cepas MDR
apresentaram resisténcia ndo somente a isoniazida e rifampicina, como também a
outras drogas usadas no tratamento da TB (drogas de primeira linha-Tabela
Al/anexo 1). Como o0 objetivo principal deste trabalho foi avaliar mutacdes
associadas a resisténcia a isoniazida, as amostras foram apenas agrupadas em
resistentes a isoniazida e MDR, n&o levando em consideracdo resisténcias

especificas.
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Distribuicdo dos isolados

[0)
46,50% B Resistentes

53,50% B Senciveis

b)

O Mono resistentes
B Multi resistente

Figura 4.1: a) Distribuigcdo dos isolados estudados de acordo com a sensibilidade as drogas
usadas no tratamento da tuberculose; b) Distribuicao dos isolados estudados de acordo com

tipo de resisténcia.

Os DNAs provenientes de 331 isolados foram submetidos & RFLP-PCR para
deteccao da variante 619A no gene nat (181 dos 206 isolados sensiveis e 150 dos
237 isolados resistentes pelo menos a INH, totalizando 74,7 % das amostras/Figura
4.3). Entre estes, 112 isolados foram sequenciados (87 resistentes e 25 sensiveis)
com objetivo de buscar novos polimorfismos; entretanto, quarenta e nove isolados
(42 resistentes e 7 sensiveis) tiveram 0 gene nat totalmente sequienciado enquanto
sessenta e trés (45 resistentes a INH e 18 sensiveis) tiveram somente a parte inicial
de 460 pb seqlenciada, ja que esta regido mostrou ser mais polimérfica em nossos

resultados preliminares.
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50 pb

Figura 4.3: PCR-RFLP para a deteccdo do

polimorfismo no gene nat de M. tuberculosis na
posicdo 619. Eletroforese em gel de agarose 2%,
TAE 1X, corado com brometo de etidio. Pocol:
Marcador de 50 pb, poco: 2: Isolado com a mutagéo
(637bp, 181bp e 110bp); poco 3 e 4. isolados
selvagens (818bp e 110bp).

818 pb
637 pb

181 pb
) 110 pb
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Apoés a determinacdo da frequéncia da variavel mutante 619A a partir dos
resultados obtidos por PCR-RFLP e o seqienciamento total do gene nat (n= 381),
pudemos observar que vinte isolados apresentaram a varidvel mutante 619A,
resultando numa freqiiéncia total (sensiveis + resistentes) de 5,2%. Na tabela 4.2
sdo mostradas as diferentes frequéncias observadas apdés a estratificacdo das
amostras em resistentes, sensiveis, MDR e resistentes somente a isoniazida. A
frequéncia da varidvel mutante 619A foi significativamente maior nos isolados
resistentes que nos sensiveis, sendo 8,6 % e 1,6 % respectivamente (p = 0,002, OR
= 5,73, IC 1,55 - 25,02). Comparando os isolados sensiveis e resistentes a INH
(13,2%) a diferenca foi altamente significativa (p < 0,001 OR = 0,11, IC 0,02-0,45) e
uma diferenca “borderline” quando comparado aos MDR.(p = 0,05 OR = 0,27, IC
0,05-0,120). Analise separada das amostras resistentes estratificadas em MDR e R-
INH ndo mostrou diferencas significativas (p = 0,06, OR = 0,40, IC 0,13 —1,21).

Tabela 4.2: Distribuicdo da frequéncia da variante mutante 619A de acordo com a

sensibilidade as drogas utilizadas no tratamento da tuberculose.

Isolados nat®®

Todos os isolados (20/381)% 0,052
Resistentes (17/198) ¢ 0,086
Sensiveis(3/183)* 0,016
MDR (7/122) 0,058

R-INH (10/76)? 0,132

®Numero de isolados com a variante mutante nat®*® em relacéo aos isolados estudados.
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4.1.1. Distribuicdo da variante mutante 619A nos is olados resistentes

(resistentes a isoniazida e resistentes a mdultiplas drogas) de acordo com a

procedéncia.

A freqUéncia geral da variante mutante nos isolados de Porto Alegre foi de
13,5%. Nenhum dos isolados sensiveis apresentou a mutacdo, enquanto nos
isolados resistentes (R-INH + MDR), a frequéncia foi de 16,2%. De acordo com o tipo
de resisténcia, a frequencia encontrada foi de 21% nos isolados resistentes a
isoniazida e de 8,3% nos isolados MDR, ndo apresentando diferenca significativa (p
=0,34,0R =0,34,1C 0,01 — 4,21).

Nos isolados provenientes de Para, a frequéncia geral foi de 6,2% e
novamente, ndo foi encontrado o alelo mutante 619A entre os isolados sensiveis.
Entre os isolados resistentes a frequéncia foi de 9,4%, sendo igual a 10 % em
isolados resistentes a isoniazida e 8,3 % em isolados MDR, ndo apresentando
diferenca com significancia estatistica (p = 0,68, OR = 0,82, IC 0,03 — 14,02).

No estado de S&o Paulo, a frequiéncia geral foi de 6,8% com nenhum dos
isolados sensiveis apresentando a variavel mutante; dentre 0s resistentes a
frequéncia da mutacdo em questdo foi significativamente maior nos isolados
resistentes a isoniazida que nos MDR (respectivamente 27% e 2,6%, p = 0,03, OR =
0,07, IC 0,00 — 0,97).

Na analise dos isolados provenientes do Rio de Janeiro, a frequiéncia geral foi
de 3,3%, sendo de 6,2% em isolados resistentes e 1,9% entre os sensiveis, sem
significancia estatistica (p = 0,08, OR = 3,40 IC 0,69 — 18,49). Dentre os isolados
resistentes a frequéncia foi de 8,5% par os isolados resistentes a isoniazida e 5,6%
em isolados MDR, sem significancia estatistica (p = 0,64, OR = 0,49, IC 0,08 — 6,04).
O Rio de Janeiro foi a Unica regido onde a variante 619A foi observada em isolados
sensiveis as drogas utilizadas no tratamento anti-TB.

O numero de isolados analisados da regido nordeste (Ceara) foi pequena,
tornando dificil analisar de maneira confiavel a freqiiéncia deste polimorfismo nesta

regido (Tabela 4.3).
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A andlise da distribuicdo da variante 619A de acordo com a procedéncia dos

isolados mostrou também que a frequiéncia geral desta variante foi duas vezes maior

nos isolados de Porto Alegre que nos de Sao Paulo e Pard, e quatro vezes maior que

nos isolados do Rio de Janeiro. No Ceara a variante pesquisada nao foi encontrada

(Tabela 4.3).

Tabela 4.3: FreqUéncia da variante mutante 619A nos isolados clinicos de acordo

com a regiao.

Norte Nordeste Sul Sudeste
Perfil
de sensibilidade Para Ceara Porto Alegre Rio de Janeiro Séo Paulo
(n=48) (n=5) (n=37) (n=239) (n=58)
INH (0/16) - (o/6) 0,019 (0/9)
sensiveis (3/158)
resistentes 0, 093 (0/5) 0,094 0,062 0.081
(3/32) (5/31) (5/81) (4/49)
MDR 0,083 (0/4) 0,083 0,056 0,026
(1/12) (1/12) (3/56) (1/38)
R-INH 0,10 (0/1) 0.21 0,080 0,27
(2/20) (4/19) (2/25) (3/11)
Frequéncia total (3/48) (0/5) 0,135 0,033 0,068
0,0625 (5/37) (8/239) (4/58)
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4.1.2. Sequenciamento de outros genes de Mycobacterium tuberculosis
associados a resisténcia a INH.

Tendo em vista os diferentes relatos relacionados a associacdo entre
mutacdes em alguns genes do M. tuberculosis (katG, kasA, inhA, oxyR-ahpC) e a
resisténcia a isoniazida, os isolados que apresentaram a variante mutante 619A no
gene nat foram seqienciados a fim de verificarmos se o fenoétipo de resisténcia
observado era resultante somente da alteracdo em nat ou se era resultante de uma
combinacdo de mutacdes nos outros genes com o0 alelo 619A. As sequéncias
geradas foram alinhadas com a sequéncia de referéncia do genoma de M.
tuberculosis H37Rv (NC_000962) e analisados com o auxilio do programa SeqScape
(Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Sequéncias usadas como referéncia para analise dos genes associados
com resisténcia a INH.

Gene? Locus” Tamanho®
nat
Arilamina N-acetil Transferase NAT (Arilamina Acetilase) Rv3566¢ 852 pb
inhA
enoil-(acil proteina carreadora) redutase Rv1484 810 pb
oxyR
Pseudogene oxyR Rv2427Ac 517pb
ahpC
Acil Hidroperoxide Redutase Proteina C AHPC (Acil Hidroperoxidase C) Rv2428 588 pb
katG
Catalase-Peroxidase-Peroxinitrase T KATG Rv1908c 2223 pb
kasA
3-oxoacil- sintase (acil proteina carreadora) Rv2245 1251 pb

4Genes e proteinas;
®Lécus correspondente ao genoma de M.tuberculosis H37Rv;
“Tamanho aproximado do fragmento amplificado em pb.
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Devido a problemas técnicos, ndo foi possivel analisar os quatros genes
(katG, InhA, oxyR-ahpC e KasA) em 11 dos 20 isolados com a variante 619A
(Tabela 4.5 ). Foram usados dois protocolos de purificacdo para os produtos
amplificados (acetato de amoénia e o kit comercial de purificagdo QIAquick ®). As
concentracdes dos iniciadores e DNA foram testadas, mas infelizmente nao foram
obtidas sequiéncias de boa qualidade para analise.

Oito isolados tiveram todos os quatro genes seqienciados e analisados,
cinco isolados tiveram trés genes, quatro isolados com dois genes e em trés
isolados apenas um dos quatro genes foi analisado.

Para o gene katG, foi possivel analisar 15 dos 20 isolados que apresentaram a
substituicdo G619A no gene nat; para tal, parte da regido codificante do gene katG,
considerada como “Hot Spot”, foi seqlienciada. Varias mutacdes nesta regido estdo
associadas a resisténcia a INH, sendo as mutacbes no codon 315 as mais
frequentes. Dos 15 isolados analisados, nove (60%) apresentaram mutacao neste
cbdon, oito isolados apresentaram uma substituicdo de C para G aqual ocasiona a
troca de uma serina por um triptofano. Um isolado apresentou uma substituicdo de C
para T na mesma posicéo acarretando na substituicdo de uma serina por uma lisina
e finalmente. Seis isolados (40%) ndo apresentaram nenhum tipo de mutacdo nesta
regiao.

Um fragmento de 216 pb correspondendo a parte da regido codificante do
gene inhA (do codon 63 a 131) foi analisado em 17 isolados e nenhuma mutacéao foi
observada. A regiao intergénica oxyR-ahpC de 319pb foi analisada em 14 isolados,
dos quais dois isolados (14,3%) apresentaram mutacdes C(-39) T e G(-6)A.

A regido codificante do gene kasA foi sequenciada em 14 isolados, e apenas
um isolado (7,1%) apresentou mutacdo (G-269-S). Dos oito isolados que tiveram
todos os quatro genes sequenciados, seis apresentavam mutactes em katG (75%),
sendo que um isolado (9039), também apresentou mutacées em kasA e xyR-ahpC.
Dois isolados apresentaram somente a mutacdo 619A no gene nat e ambos foram

sensiveis a todas as drogas testadas (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5: Mutacbes detectadas nos genes kasA, inhA, katG e na regido
intergénica oxy-R ahpC dos isolados de M. tuberculosis que apresentam a variante

619A no gene nat.

OxyR- Estado
Isolado Resisténcia kasA inhA katG ahpC
C52/00 INH NR NR S315L NR SP
C44/00 R-INH NR - NR - SP
C2248/00 MDR NR NR - NR SP
C1237/00 R-INH NR? NR - NR SP
9244 MDR > - S315T - RS
9210 R-INH - - S315T - RS
9092 R-INH - - S315T - RS
9039 R-INH G269S - S315T C (-39)T RS
8135 MDR - - S315T G(-6)A RS
926/00 MDR NR - S315T - RJ
528/03 S - - - - RJ
394/03 S - - - - RJ
378/03 R-INH NR - - NR RJ
332 MDR - - S315T - RJ
2007/03 S - - NR - RJ
1657/96 MDR - - NR - RJ
1594/03 R-INH NR - NR - RJ
727 R-INH - - NR - PA
1114 MDR - - - NR PA
1102 MDR NR - S315T NR PA

&N4&o realizado;

®sem alteracao.
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4.1.3 Genotipagem dos isolados de Mycobacterium tuberculosis por

spoligotyping

Para verificar se a frequéncia da variante mutante 619A na populacéo
estudada foi consequéncia de um surto de uma ou mais cepas, 0s mesmos foram
genotipados por spoligotyping. Entre os vinte isolados contendo a variante 619A,
encontramos dez spoligotipos diferentes, pertencendo a oito diferentes familias.
Cinco isolados (25%) apresentaram o spoligotipo S (tipo 34), oito isolados (40%)
tinham perfil caracteristico para a familia LAM “Latin-American and Mediterranean
family”, sendo um isolado LAM 9, trés isolados LAM tipo 2571 e quatro LAM 3 e S
convergente; um isolado (5%) apresentou o gendtipo Haarlem 3; trés isolados (15%)
pertenciam a familia T (dois isolados T1 e um T3), um isolado apresentou o perfil X1
e encontramos dois perfis ndo descritos anteriormente (10%), ndo existentes na
versao mas recente do banco de dados internacional de Spoligotyping - SpolDB4
(Tabela 4.6). Todos os isolados da familia S eram provenientes do Rio de Janeiro,
enquanto que os isolados da familia LAM foram de trés diferentes locais (Rio de

Janeiro, Sao Paulo e Rio Grande do Sul).
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Tabela 4.6: Spoligotipos encontrado nos isolados com a variantes 619 A.

Isolado Perfil de Spoligotipo Familia Tipo |Origem
C1237/00 ENEEEEEEEEEEEEEEE (e eeeennnEEEn (0 eeeennn X1 119 SP
727 spsnsnnEneEE s (eeeeeneenenennnn(JJeeennnn T3 1655 PA
1114 sssn 00 0ssenl0 0 ensnnennennennen ] ennnnnn T1 1284 PA
C2248/00 spsnensenEE 0 eeeeeeeeeeenenen (0 eeennnn T1 102 SP
528/03 EEEEEEEE] (e EEnEnnEnEEnEEnEEn (0 eeennnn S 34 RJ
394/03 EEEEEEEE(eeeeeEEnEneEnEEnEEnEEnJ (0 eeennnn S 34 RJ
378/03 EEEEEEEE [ eeeeeeeeeeeeneeneeneen( (0 eeennenn S 34 RJ
1594/03 sEnEEEE [ eeeeeeenennenennennEnn (0 eeennnn S 34 RJ
332 EEEEEEEE (e (0 eeeennn S 34 RJ
1102 (T T T Iniar T ninl T T ininininr T T T T T T T nininisf T T 11 Inin New ? PA
C52/00 00000000000000000000000 Jweemsena ] eaunnnmn LAM3 e S convergente | 4 SP
C2846/00 00000000000000000000000 weessnna] eaunnnmn LAM3 e S convergente | 4 SP
9039 gooooooooobooooboobooddlemeeeeem 00 eeeeemn LAM3 e S convergente 4 RS
1567/96 gooooooooobooooboobooddlemeeeeem 00 eeeeemn LAM3 e S convergente 4 RJ
8135 snnnnnnn (e 00000000000000000O000CO0OCe e e e e LAM 2571 RS
9210 EpEnsnnnnenenn e eeeeeeen ]/ eeeennn LAM 9 150 RJ
9244 snmennnn]Oeee0000000000000000000000000eenne LAM 2571 | RS
9092 snmennnn]Oeee0000000000000000000000000eenne LAM 2571 | RS
926/00 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnEnEnEnne0n 00 eeemnnn Haarlem 3 746 RJ
2007/03 spenJ00eeene 0 eeeeeenenennenen [0 eennnnn New ? RJ

4.1.4. ldentificagdo de novas mutacbes no gene nat de Mycobacterium

tuberculosis.

Para investigar a possivel presenca de outros SNPs no gene nat de M.
tuberculosis, 112 isolados (25 sensiveis e 87 resistentes) foram submetidos ao
sequenciamento do gene nat. Numa primeira abordagem, toda a regiao codificante
do gene (852 pb) foi sequenciada em 48 isolados. A analise dos resultados gerados
nesta amostragem demonstrou a presenca de varios SNPs ainda ndo descritos,
localizados na parte inicial do gene. Com base nestes resultados, em uma segunda
abordagem, um fragmento compreendendo os 460 pb iniciais foi analisado em mais
64 isolados. Entre os isolados sequenciados, um isolado resistente (C2248/00)
apresentou as duas mutagfes ja descritas para nat, (G-619-A e C-529-T) e outros
dois isolados (C52/00 e C2848) apresentaram uma substituicdo de uma adenina por
uma guanina no nucleotideo 233 (G78D), acarretando a troca de uma glicina por um
acido aspértico. Um deles (C52/00) também apresentou a mutacdo 619A. A tipagem
molecular por Spoligotyping indicou que estes dois isolados pertenciam a familia

LAM (LAM3 and S/convergente). Apesar destes dois isolados apresentarem o
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mesmo spoligotipo e serem da mesma regido de origem (Sao Paulo), foi possivel
verificar que apenas uma apresentava a mutacao 619A. A frequéncia desta mutacao
foi de 1,8% (2/112) nos isolados sequenciados. Em outro isolado resistente (0051) foi
observada uma substituicdo de uma citosina por uma timina na posi¢ao 20 (C-20-T),
acarretando a troca de uma alanina por uma valina no cédon 7 (A7V); este isolado
apresentou spoligotipo T4.

Quatro isolados sensiveis a isoniazida provenientes do estado do Para
apresentaram uma substituicdo de uma timina por uma citosina na posi¢ao 312 (T-
312-C); esta mutacédo € silenciosa, ndo causando troca de aminoacido. Todos estes
4 isolados na andlise por spoligotyping pertenciam a familia EAIS (East-African
Indian) (Figura 4.2 e Tabela 4.7).
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Figura 4.2: Alinhamento e analise das seqiiéncias nat em M.tuberculosis. a) Isolados C2846/00, novo polimorfismo observado

na posicao 233(G-A), ocasionando a troca de glicina por um acido aspartico; b) isolado 823 mutacdo silenciosa na posicao
312.

sopejnsay



Resultados

(42079 )euubieeeuD) b W5
ds L BLUIUD USO8 H 00/2r 722
(H201A) BUIPISIYBUIS0I 1EZ50
(HZ0LAJEUIPISIYe—RUISOIY WG L5
ds aabiianuad oy E LU UIS-0BL H 0050
{0829) odipedse ag«—eu )| QEETY
ds auaktiiaaund Sy | (Q8/9)0auedse dea—eui|b ELUUD LIS-08U SEETY H BrEzo
ds il (AL EUlEASEUIUEE BLUIUD USO8 Loza H 1500
wvd w3 - BS0IUa|IS JTLEL = 3]
vd w3 - BS0laua|Is aTLEL s ot
wd Shw3 - EBS0/IUA|IS JZIEL = s
wd S - BS0IUA|IS 2TLEL = iTF
oedejnw HHI
wakiug odnobiods opdelayy ap odi opdenyy apeplyIsuas ope|os|

OUBLSIDEGODIW Jeu suab ou SEpEIUOIUS Sa0deIn 2 F eladgel




Resultados

4.2 Investigacao e analise comparativa do gene  nat em espécies do Complexo

Mycobacterium tuberculosis

Devido a falta de informacdo em relacdo a presenca e composicao do gene
nat na maioria das espécies do CMTB e a identificacdo de novos SNPs neste gene
em varios isolados de M. tuberculosis, decidimos iniciar um estudo para pesquisar a
presenca de nat nas demais espécies do CMTB. Para tal, uma colecdo de 16 DNAs
de isolados do CMTC recebidos do RIVM (Bilthoven, Holanda), (Tabela 4.8)
previamente caracterizados em diferentes grupos e estudos baseados em delecdes
cromossomiais, SNPs e outros polimorfismos genéticos no genoma do CMTB
(Kremer et al., 2005) foi submetida a amplificacdo pela PCR utilizando o sistema
desenhado para a amplificacdo do gene nat de M. tuberculosis para o
sequenciamento. Um fragmento com 1069 pb foi amplificado em todos os DNAs,
conforme observado em M. tuberculosis; todos os produtos amplificados foram

sequenciados.

Quatorze dos dezesseis isolados apresentaram similaridade de 100% da
sequéncia nucleotidica do gene nat quando alinhados contra a sequéncia referéncia
de M. tuberculosis H37Rv. Dois isolados (M. africanum subtipo | isolados 6 e 85),
apresentaram uma mutacdo ainda ndo descrita, consistindo da substituicdo de um
nucleotideo na posicdo 751 A-G (cédon 251) acarretando uma troca de um &cido
glutdmico por uma lisina. Estes isolados foram recentemente caracterizados melhor
usando novos marcadores (Huard et al., 2006), sendo os isolados 6 e 85
reclassificados com sendo M. africanum subtipo la, o isolado 92 como M. africanum
subtipo Ib e o isolado 47 como sendo M. tuberculosis “Ancestral’ (Tabela 4.8). Para

t751

a confirmacdo da mutacdo nat™", estes isolados foram novamente amplificados,

purificados e sequenciados.
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Tabela 4.8:

Isolados do Complexo M. tuberculosis utilizados para a analise

comparativa do gene nat em espécies do CMTB.

Espécies Espécies

Isolado (segundo Kremer et al., 2005) (segundo Huard et al., 2006) Origem
6% M. africanum subtipo | M. africanum subtipo la Holanda*
85° M. africanum subtipo | M. africanum subtipo la Holanda*
92 M. africanum subtipo Il M. africanum subtipo Ib Holanda
47 M. africanum subtipo I M.tuberculosis “Ancestral” Holanda
76 M. pinnipedii M. pinnipedii Argentina
81 M. pinnipedii M. pinnipedii Argentina
117 M. bovis M. bovis Argentina
128 M. bovis M. bovis Holanda
2 M. bovis BCG M. bovis BCG Holanda

71 M. bovis BCG M. bovis BCG Japéao
116 M. canettii M. canettii Somalia
129 M. canettii M. canettii Somalia
25 M. microti M. microti Inglaterra
62 M. microti M. microti Inglaterra
13 M. tuberculosis (Haarlem) M. tuberculosis (Haarlem) Sri Lanka
22 M. tuberculosis (Beijing) M. tuberculosis (Beijing) Mongdlia

Isolados com a mutagdo no gene nat 751-A/ E251K.

Para verificar se a presenca da mutacdo G751A era uma particularidade das

cepas de referéncia ou se também encontrava-se especificamente em isolados de M.

africanum subtipo la, escolhemos como estratégia inicial o seqiienciamento de um

fragmento de 452 pb (final da regido codificante) do gene nat em mais 17 isolados de

CMTB provenientes de uma colecdo de 124 isolados compreendendo isolados

clinicos, veterinarios e cepas de referéncias disponibilizadas pelo Dr. Huard

(Columbia University Medical

Center-The New York - Presbyterian Hospital,

University Hospital Columbia and Cornell, New York, EUA-anexo 2). Esta colecéo

inclui oito isolados dos 16 que tiveram o gene nat sequenciado previamente neste
estudo (isolados 6, 47, 92, 76, 85, 81, 116 e 117).
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Dentre os dezessete isolados, cinco isolados eram de M. africanum (trés M.
aficanum subtipo la e dois M. africanum subtipo Ib) e outras espécies representativas
do CMTB (Tabela 4.9).

isolados de M. africanum subtipo la (Figura 4.3).

O polimorfismo G-751-A foi observado somente nos 3

Com intuito de verificar se 0 SNP G751A ocorria em outros isolados clinicos
de M. africanum ou em outras espécies do CMTB, toda a colecéo de 124 isolados de
CMTB foi avaliada (anexo 2).

Tabela 4.9: Relacao dos isolados usados para o seqienciamento parcial de nat em
isolados do CMTB, para a busca do SNP G-751-A.

Cepa: CMTB Subespécies: Isolado de: Origem:
68.717 dassie bacillus Hyrax® Africa do Sul
ATCC25420 M. africanum subtipo la Humano Senegal
Percy 34 M. africanum subtipo la Humano Somalia
Percy18 M. africanum subtipo la Humano Nigéria
AF0236 M. africanum subtipo Ib Sl Sl
Percy204 M. africanum subtipo Ib Humano Camardes
ATCC19210 M. bovis Vaca USA
BCG0336 M. bovis BCG SI’ Sl
21794 M. canetti Humano Franca
Cip10577 M. caprae Cabra Espanha
ATCC19422 M. microti Ratazana Reino Unido
FCC69 M. pinnipedii Foca Australia
Percy290 M. tuberculosis " Modern” Humano Franca
Cb33 M. tuberculosis "Modern" Humano USA
ATCC15190 M. tuberculosis "Modern" Humano USA
Percy211 M. tuberculosis “Ancestral” Humano Franca
CA24 oryx bacillus Oryx® Arabia Saudita

® Espécie de mamifero razoavelmente pequeno, herbivoro da ordem Hyracoidea, encontrado na Africa

e no Oriente Médio.
’ SI= Sem informagao.
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trados na Africa, Asia e no sul de Israel.

8 Espécie de antilope do género oryx encon
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4.2.1 Desenvolvimento de protocolo de PCR-RFLP para  a genotipagem do SNP
G751A.

Utilizamos o programa MapDraw para a busca de possiveis sitios de enzimas
de restricdo para a deteccédo da variante mutante e nenhum sitio para deteccéo deste
SNP através de digestdo enzimatica foi encontrado. Como estratégia alternativa um
novo par de iniciadores foi desenhado (natRFLP-F e natRFLP-R; Tabela 3.3) que
permitiu a criacdo de um produto amplificado contendo um sitio de restricdo para a
enzima Bcgl, permitindo assim a diferenciacdo visual entre a presenca ou ndo da
variante G-751-A. A utilizacdo desta abordagem em isolados previamente
caracterizados através de seqiienciamento confirmou a eficiéncia e especificidade do

sistema (Figura 4.4).

4.2.2 Especificidade do SNP G-751-A para deteccdo d e Mycobacterium

africanum subtipo la.

Uma vez padronizada a metodologia para a identificacdo desta variante,
submetemos todos os isolados, inclusive os que ja haviam tido o gene nat
sequenciado (Anexo 2) a este sistema de PCR-RFLP. Novamente, somente 0s
isolados de M. africanum la (n=18) apresentaram o padrdo de restricdo compativel
com a presenca do nucleotideo A na posi¢do 751 (Tabela 4.10), confirmando assim
os resultados anteriores e mostrando que este SNP é um marcador especifico para

M. africanum subtipo la.
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471 pb
271 pb

177 pb
111 pb

32 pb

Figura 4.4: PCR-RFLP para a deteccdo da mutacdo 751A
em espécies proximas do CMTB. 30 pL do produto

amplificado por foram digeridos por 4 horas com 8U da
enzima Bcgl. Poco 1 e 10: 100 bp ladder; poco 2:
M.tuberculosis (CDC1551); pog¢o 3, M. tuberculosis
(ATCC15910); Poco 4: M. africanum subtipo Ib (AF0271);
pogo 5: M. africanum subtipo Ib (15082); poco 6: M.
africanum subtipo la (ATCC25420); Pogo 7: M. africanum
subtipo la (1565/93); pogco 8: M. microti (CDC97-1297);
poco 9: M. bovis BCG (BCG0336).

100 pb
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Tabela 4.10: Isolados submetidos a PCR-RFLP para a detec¢cdo do SNP 751A no

gene nat.
CMTB
Ne de isolados analisados nat’*
(124)
M. canettii 5 G
M. tuberculosis PGG1b Ancestral 6 G
M. tuberculosis PGG1b Moderno 13 G
M. tuberculosis PGG2 Moderno 20 G
M. tuberculosis PGG3 5 G
M. africanum 1b 11 G
M. africanum 1a 18 A
dassie bacillus 4 G
oryx bacillus G
M. microti 10 G
M. pinnipedii 7 G
M. caprae 1 G
M. bovis 14 G
M. bovis BCG 8 G

Apés a validacdo deste polimorfismo em isolados do CMTB anteriormente

caracterizados, com o objetivo de melhor avaliar o poder discriminatério do G751A

para a diferenciacdo de M. tuberculosis de M. africanum | a e dos subtipos la e Ib,

avaliamos uma outra cole¢do proveniente da Republica de Gana (Oeste da Africa)

composta supostamente somente de isolados de M. tuberculosis e M. africanum

provenientes de pacientes com TB pulmonar (Anexo 3).
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4.2.3. Melhor caracterizacdo de isolados do Complex o Mycobacterium

tuberculosis

Apos a definicdo da variante G751A no gene nat nestes isolados, submetemos
0S Mesmos a uma caracterizacdo rigorosa. Para a caracterizacdo destes isolados
selecionamos alguns marcadores (SNPs e LPGs) que em combinacdo permitiriam a
diferenciacédo de espécies do CMTB. Inicialmente, verificamos a presenca do gene
cpf32, descrito como sendo exclusivo de organismos do CMTB (Huard et al. 2002 e
2003), para confirmar que todos os isolados pertencem ao CMTB. A presenca de
mais 15 SNPs foi examinada através de PCR-RFLP nos sequintes loci: hsp65 >,
rpoB 1 rpoB 1% katG 2%, katG *®°, gyrB **°, gyrA %°, rv1510 *?° e PROnarGHJI
51 Adicionalmente, desenvolvemos novos protocolos de PCR-RFLP para os trés
SNPs nos loci aroA'’, cpf 32 3 e ThD1 **7 (Figuras: 4.6, 4.7 e 4.8 ). Analisamos,
através de seqienciamento, a presenca de outros quatro SNPs nas regides definidas
como RD13*"*, PPE55%*® e PPE55%**, microdelecées em pks15/1 (Goh et al., 2005,
Huard et al., 2003 e 2006)

Durante o desenvolvimento deste estudo foi identificada uma outra mutacéo,
ainda néo descrita, localizada na regido RD711 e composta por uma substituicdo T
por G (RD711%%° G-T)?; sendo esta uma mutacéo ndo sindnima que acarreta na troca
de uma valina por uma leucina (V175U). A regido onde ocorre esta mutacdo é
conservada em todos as espécies do CMTB e corresponde ao l6cus Rv1332 em M.
tuberculosis H37Rv codificando para uma proteina que possivelmente esta envolvida
na transcricao.

Tentamos desenvolver um protocolo de PCR-RFLP para a deteccdo desta
mutacdo, mas esta regido ndo apresenta sitio de restricdo que possibilite a
diferenciacdo direta através desta abordagem. Sendo assim, desenhamos
iniciadores para amplificar e seqiienciar a regido contendo RD711°%° G-T e 37 dos
124 isolados foram sequenciados (Tabela4.12). Este polimorfismo mostrou ser

exclusivo para M. africanum subtitpo Ib e decidimos e entédo inclui-lo na avaliagéo,

° A posicao 390 corresponde ao alinhamento da regido RD711, quando comparada ao M.tuberculosis
H37Rv.
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compondo o painel de andlise para diferenciacdo dos isolados de Gana. Todos o0s
47 isolados tiveram o l6cus RD711 e somente os isolados de M. africanum Ib (n= 20)

apresentaram a variante mutada (Tabela 4.11).
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254 pb

177 pb 177 pb
150 pb
104 pb

Figura 4.5: PCR-RFLP aroA'’ para diferenciacéo
de espécies do CMTB. Digestdo do produto
amplificado (431 pb) com a enzima de restricdo
BssH Il. Eletroforese em gel de agarose 2% TAE |
X, corado com brometo de etidio. pogos 1 e 4: M.
africanum subtipo Ib (isolados: 5434.02 e 5473.02);
poco 3: marcador de 100 pb; Pogo 2: M. africanum
subtipo la (isolados 5468.02) e poco 5: M.
tuberculosis (isolado 10348.01).
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100 pb ——

Figura 4.6: PCR-RFLP cpf32 *'! para
diferenciacdo de espécies do CMTB.
Digestdo do produto amplificado (373
pb) com a enzima de restricdo BstN |
.Eletroforese em gel de agarose 3%
TAE | X, corado com brometo de etidio
Poco 1: marcador de 100 pb; pogo 2: M.
tuberculosis (isolado: 1417.02); pogo 2:
M. africanum subtipo la (isolado
5383.02) poco 4: M . africanum subtipo
Ib (isolado 1443.2). A banda de 28 pb

263 pb
235 pb

75 pb

34 pb
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100 pb

Figura 4.7: PCR-RFLP TbD1 **’ para
diferenciagdo de espécies do CMTB.

Digestdo do produto amplificado (500
pb) com a enzima de restricdo Tse I.
Eletroforese em gel de agarose 2%
TAE | X, corado com brometo de
etidio Pogos 1: marcador de 100 pb;
poco 2: M. africanum subtipo Ib
(isolado:  1443.02); poco 2: M.
africanum subtipo la (isolado 5383.02)
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Tabela 4.11

: SNPs investigados para diferenciacdo das cepas de Gana

Lécus

M. tuberculosis
(n=18)

M. africanum
subtipo la
(n=9)

M. africanum
subtipo Ib
(n=20)

hsp65°*

G

C

rp081163

rpoBlo49

katG™

katG*™

gyrBl450

nat”™"

aroA®c

gyrA™

cfp32®t

QO P O OO O O O O

ToD1™’

o

Rv 1510"%

PRONarGHJI*™

PPE55 “1%°

PPE55 “**

RD711%°

Q> > H o

QO O O O > > 2 O > 2 d 4 d O 4

= B > O OO > 0O o @ 4 4 O] O O

4 A regido TbD1 é deletada em M. tuberculosis, sendo assim ndo apresenta este

SNP.



Resultados

Tabela 4.12: Isolados CMTB que foram sequenciados para a deteccdo da variante

RD711%°G-T

Espécies CMTB

Isolado

RD711%°

. canettii

96-46
17727

. tuberculosis

Percy 157b
Percy 211

. tuberculosis

Percy 91
Percy 209

.tuberculosis

Percy 47
97-279

< Zf Z| £ £

. tuberculosis

NYiso
ATCC27294 (H37Rv)

O 0 0 O o

M. africanum subtipo Ib

Percy 13
Percy 16
Percy 17
Percy 56
Percy 58
Percy 59
Percy 60
Percy 99A
Percy 200
15082
AF0236
AF0271

M. africanum subtipo la

ATCC25420
1225/93

dassie bacillus

14114
FCC49

oryx bacillus

CA-24
CA-69

M. microti

ATCC11152
97-2272

M. pinnipedii

CA-81
FCC72

M. caprae

CIP 1055776

OO O 0 6O ®

M. bovis

ATCC 35732
ATCC 27290

M. bovis BCG

ATCC35732
ATCC27290

o)}
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Outras regides de diferenca, inclusive RD701, RD702, RD711 eRD713, ThD1,
RD7, RD8 e RD9, foram caracterizadas através de protocolos de PCR desenvolvidos
por Huard et al. (2003 e 2006), para amplificacdo destas regides polimorficas,
levando a observacdo de novas delecdes. Os loci RD701, RD702, RD711 e RD713
foram analisados por PCR, usando iniciadores que flanqueiam LSPs, gerando
produtos amplificados de tamanhos diferentes, dependendo da presenca ou
auséncia de delecbes (Tabela 3.2). Enquanto isolados de M. tuberculosis néo
apresentam delecdes nestas regides, apresentando bandas de 2081, 2101, 2885 e
4248 pb, respectivamente; os isolados de M. africanum subtipo la, apresentam
delecdes nos loci RD701 e RD702 (340 e 732 pb) e o M.africanum subtipo Ib
apresentam delecdes nos loci RD711 e RD713 (942 e 2798 pb), quando comparados
a M. tuberculosis que apresenta estas regides integras.

Devido a auséncia de reprodutibilidade dos protocolos para andlise dos loci
TbD1l, RD7, RD8 e RD9, descritos anteriormente (Huard et al., 2006),
desenvolvemos novos protocolos de PCR (Figuras 4.8 e 4.9), utilizando dois
iniciadores externos (“forward” e “reverse”) e um iniciador interno para cada locus.
Segundo esta estratégia, caso a regido investigada contiver a delecdo, os dois
iniciadores externos anelam gerando um produto de PCR especifico de
aproximadamente 500 pb; se a regido tiver a delecdo os iniciadores externos nao
geram amplicons devido ao tamanho das sequéncias investigadas. Neste caso, um
dos iniciadores externos junto ao iniciador interno gera um produto de PCR de
aproximadamente 300 pb (Figuras 4.8 e 4.9).

Todos os isolados de M. tuberculosis apresentaram apenas o locus ThD1
deletado, enquanto os isolados de M. africanum subtipo Ib apresentam dele¢cdes nos
loci TbD1, RD9 e RD711, M. africanum subtipo la apresentam todos com excec¢éo do
[6cus TbD1 e RD711 deletado (Tabela 4.13). Conforme descrito anteriormente
(Huard et al., 2006).

Estes novos protocolos se mostraram rapidos e eficientes para a diferenciacéo
de espécies do CMTB. Informacdes mais detalhadas sobre a localizacdo dos

diferentes loci, muta¢des usados, encontra-se nos anexos 4 e 5.
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Iniciador interno

v
T

/ Delecéo

Iniciado r externo “Forward”

\
I N S—

Nciador externo “Reverse”

Figura 4.8: Desenho dos iniciadores usadoa nos novos protocolos da PCR

usado para amplificar os loci TbD1, RD7, RD8 e RD9. Trés iniciadores

foram usados para amplificar estes loci, com ou sem delec¢éao.

01112 13 14 15

16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 4.9: RD9 Flanking. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
TAE 1X. Pocgos 8 e 23: marcador de 100 pb; pogos
2-4,10, 12, 13, 18, 20, 21: M. tuberculosis; pocgos: 1,
5-9, 11,14-16, 19, 22, 25, 30 M. Africanum subtipo Ib;
Ipocos 17, 24, 26: M. africanum subtipo la; pocos:
28-30 controles positivos, M .tuberculosis H37RV
(ATCC2794) e M.africanum subtipo la (ATCC25420)
e e M.africanum subtipo Ib (AF0236)



Tabela 4.13 : Distribui¢do dos isolados de Gana de acordo as com delecdes.

(=20}

Isolados ThD1 RD¥ RDB RD9 RD10 RD701 RD702 RD711 RD713 cpil2 pks1513
de gana flank® flank* | flank* | flank® flank® flank® flankt flankt flank® genegf
M tuberculosls Dele Int. Int. Int. Int. Int. Int. Int. Imt. + 7
(n=18]
M africanurmn la Intd Del Del Del Del Del Del Int. - + 2]
(h=4)
M africanum fh Del Int. Int. Del Int. Int. Int. Del Imt. + ]

a Regido de diferenca amplificada usando iniciadores internos e externos;
b Regido de diferenca amplificada usando externos;

¢ Regido deletada;
dRegido intacta;

e Falha na amplificacdo, por ser tratar de uma regido complexa, onde ocorre a sobreposicao com RD7 e RD2 (Huard

et al. 2006),
fPresenca do gene.

9 Numeros de nucleotideos deletados, detectado por seqiienciamento.

sopejnsay
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A andlise combinatdria de todos os loci polimoérficos descritos nas Tabelas
4.11 e 4.13 possibilitou a classificacédo dos isolados de Gana em espécies e subtipos:
dos 47 isolados, 18 isolados foram identificados como sendo M. tuberculosis, nove
isolados como M. africanum subtipo la e 20 isolados como M. africanum subtipo Ib.

Os mesmos isolados foram caracterizados como pertencendo a dois dos trés
grupos genéticos principais (PGGs). Todos os isolados classificados com sendo M.
africanum (subtipo la e Ib) apresentaram a combinagcdo alélica que permite
considera-los como sendo do grupo 1 (codon 463 katG CTG e e gyrA cbédon 95
ACC). Os isolados de M. tuberculosis apresentaram a combinagdo codon 463 katG
(CGG) e gyrA cbédon 95 , sendo assim, considerados como grupo 2. Nenhum isolado
foi identificado como sendo do grupo 3, caracterizados pela combinacdo de (463
katG (CGG) e gyrA cddon 95 (AGC).

As mutacées em nat”' e RD711 3 s&o especificas dos subtipos de M.
africanum e ocorreram em momentos diferentes na escala evolutiva atualmente
proposta para as espécies do CMTB (Huad et al., 2006) podendo portanto ser
utilizadas em combinacdo com outros marcadores para diferenciacdo dos subtipos

de M. africanum (Figura 4.11).
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M. canetti
M. canetii cepa 96-46

“Ancestral” M. tuberculosis

“Moderno” M. tuberculosis

“Moderno” M. tuberculosis

Moderno” M. tuberculosis

M. africanum subtipo Ib

M. africanum subtipo la

Dassie bacillus
Oryx Bacillus
M. Microtti
M.pinnipedii

M. Caprae

M.bovis
M.bovis BCG

Figura 4.10: A atual interpretacéo filogenética do CMTB (Huard et al.,2006) mostra a
divisdo do CMTB segregado de acordo com a presenca de polimorfismos (inter- e
intra- especificos). Os circulos correspondem aos lugares pontuais na histéria
evolutiva onde possivelmente ocorreram as mutagdes que levaram ao polimorfismos.
Os circulos numerados na figura correspondem: circulo 1: RD12°", hsp65°%*, gyrB®",
mmpL6*®"°, oxyR™, pncA'®, Rv0911°*° RD13*° e aroA™; circulo : 2, PPE55";
circulo :3, TbD1 e narGHJI SNP; circulo : 4, N-RD25tbA;circulo 5:RD1tbB; circulo 6:,
N-RD25tbB; circulo 7:, pksl5/1 (delecdo de 7 pb ), katG*® e a perda dos
espacadores 33-36 no spoligotyping; circulo 8:, aroA™’; circulo 9: gyrA®; circulo 10:,
RD9 and gyrB(1450G3T); circulo 11:, RD713, ThD1*’ e aroA?®®; circulo 12: RD711;
circulo 13:, RD7, RD8, RD10, pksl15/1 (delecdo de 6 pb), 3_ cfp32*!!, RD13"*
PPES5*® e PPE55°™*; circulo 14:, Rv1510'**%; circulo 15: RD701, RD702 e
hsp65°*°; circulo: 16, rpoB™®%; circulo: 17, rgoBlO“g; circulo: 18, RD1das, N-RD25das,
3_cfp32°** e Rv0911°**; circulo 19: mmpL6°>"; circulo 20: gyrB°™*, TbD1'"*, PPE55'%?
e PPE55%%; circulo 21: MiD3 e RD13%*®: circuo 122: gyrB™®, 16S rRNA'?** e RD13%";
circulo 23: 16S rRNA™* e RD13*% circulo: 24, RD12, RD13 e delecdo nos
espacadores 3 e 2 N-RD25bovis/cap, gyrB (756G3A) e oxyR285; circulo 25:, gyrB_
(1311T3G); circulo 26: RD4, gyrB (1410C3T) e pncA'® e circulo 27:, RD1BCG.
ObservagBes: Os numeros sdo arbitrarios e ndo refletem o nimero de variantes
filogeneticamente relevantes em cada juncdo. A delecdo dos espagadores 40-43
ocorreu como um evento subsequente de divergéncia do oryx bacillus pontualmente
no circulo X. Esta figura foi adaptada da publicada por Huard et al.,2006.
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5 Discussao

Mutacdes no _gene nat de Mycobacterium_tuberculosis e a resisténcia a

isoniazida.

A isoniazida foi introduzida no esquema de tratamento da tuberculose em
1952 e atualmente € usada tanto para o tratamento quanto na quimioprofilaxia
da doenca. De todas as drogas anti-TB a mesma € apontada com sendo a mais
importante por apresentar um efeito bactericida alto e precoce’®. Logo apés a
sua introducdo, foram observados o0s primeiros casos de resisténcia a
isoniazida, alguns associados com reducdo da atividade enzimatica da catalase
(Middlebrookl e Dressler 1954). Contudo, a melhor definicdo da relacdo entre a
perda da atividade desta enzima e a resisténcia a droga foi apresentada apenas
em 1992, através da caracterizacdo do gene katG, que codifica para uma
enzima bifuncional com atividade catalase-peroxidase em M. tuberculosis
(Zhang et al., 1992)

Apesar da isoniazida ser usada no tratamento da tuberculose ha mais de
50 anos, os mecanismos de acgdo e resisténcia ainda ndo foram totalmente
esclarecidos. A isoniazida é considerada uma pro-droga, entrando no M.
tuberculosis por difusdo passiva, sendo em seguida ativada pela enzima
bacteriana catalase-peroxidase (codificada pelo gene katG) e gerando
metabdlicos que potencialmente interrompem varios processos celulares atraves
de um efeito pleitrépico (Bardou et al.,, 1998). Basicamente, duas enzimas
intracelulares, a “NADH-dependent enoyl acyl carrier protein (ACP) reductase”,
codificada pelo gene inhA, e a “B-ketoacyl ACP synthase”, codificada pelo gene
kasA, ambas envolvidas na biosintese de acidos micélicos, sdo os alvos para a

isoniazida ativa (Dessen, et al., 1995; Marrakchi et al., 2000). Muta¢des nestes

19 0 efeito bactericida precoce seria o tempo ou velocidade em que a INH leva para iniciar seu
efeito bactericida na fase inicial do tratamento.
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genes e na regido intergénica oxyR-ahpC s&o encontradas frequentemente em
isolados resistentes a isoniazida.

Véarios estudos estdo sendo conduzidos com o objetivo de detectar
polimorfismos ou mesmo outros genes envolvidos na resisténcia do M.
tuberculosis a isoniazida. Como resultado, varios genes associados com a
resisténcia esta droga ja foram identificados, inlusive fbpC, fabD, accD6, efpA
and ndh (Ramaswamy et al., 2003). O entendimento da natureza e frequéncia
de mutagdes associadas a resisténcia do M. tuberculosis as drogas usadas no
tratamento anti-tuberculose podem auxiliar no diagnostico, no tratamento mais
eficiente e especifico, e até mesmo no desenvolvimento de novas drogas.

A participacdo do hospedeiro no desenvolvimento de resisténcia contra
antibioticos também €& conhecida. Com relacdo a INH, a importancia da relacao
entre os niveis da droga e o surgimento de culturas resistentes foi relatada ha
bastante tempo (Selkon et al.,, 1964). A concentracdo de INH no soro é
influenciada por inUmeros fatores, porém, 0 mais importante esta relacionado
com a metabolizacdo de primeira passagem ocorrida principalmente, mas nao
exclusivamente no figado, onde a isoniazida € acetilada, pela acdo da enzima N-
acetiltransferase 2, codificada pelo gene NAT2 (humano). Em alguns casos, a
acetilacdo reduz drasticamente a concentracdo da droga, podendo até mesmo
atingir niveis sub-terapéuticos, o que permitiria (ou ajuda) a selecado de cepas
resistentes. O sucesso ou a falha do tratamento da tuberculose provavelmente
€ o0 resultado da interacdo do “background” genético do hospedeiro e do
patégeno.

O gene nat em M. tuberculosis também codifica para uma N-
acetiltransferase cujo produto acetila isoniazida in vitro (Payton et al., 1999;
Upton et al., 2001a). Recentemente foi demonstrado o envolvimento de nat
micobacteriano na sintese de acidos micélicos e outros componentes da parede
celular micobacteriana (Bhakta et al., 2004). Quando se cresce M. tuberculosis
in vitro na presenca de isoniazida, h4 aumento da expressdo de nat;, porém,
ainda nao esta claro se este gene desempenha algum papel na resisténcia do

parasito a esta droga. Sabe-se que isoniazida interage com o nat
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micobacteriano mas um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nesta
interacdo ainda se faz necessario (Bhakta, et al. 2004; Sholto-Douglas-Vernon et
al. 2005).

A presenca de um SNP na posicdo 619 (G619A) do gene nat em isolados
clinicos de M. tuberculosis randomicamente selecionados foi constatada em
2001 (Upton et al.). Neste trabalho, os autores sugerem que este polimorfismo
estaria associado a pequenas modificagdes na concentracdo inibitéria minima
da isoniazida para os isolados portadores da variante mutante 619-A.

O objetivo inicial deste trabalho foi determinar a prevaléncia da variante
mutante nat 619-A nas cepas de M. tuberculosis circulantes em algumas regides
do Brasil e avaliar uma possivel associagdo da mesma com a resisténcia a
isoniazida. Durante o desenvolvimento deste trabalho, decidimos analisar a
sequUéncia inteira deste gene em alguns isolados para verificar se haveriam
novos SNPs. Devido a auséncia de informacdo sobre este gene em outras
micobéacterias do CMTB, resolvemos também analisar este gene em outras
espécies do CMTB.

Em primeira instancia a presenca da variante mutante 619A foi analisada
em 443 isolados clinicos de M. tuberculosis. A frequéncia desta mutacdo nos
isolados em geral foi de 5,2%; esta frequéncia foi menor do que as observadas
anteriormente em dois estudos em isolados da Africa do Sul, que foram
respectivamente 18 e 20% (Uptom et al., 2001; Sholto-Douglas-Vernon et al.
2005a). A diferenca entre as freqiéncias observadas neste estudo e nos outros
poderia ser causada pela diferenca genética ou ainda pelo critério de selecédo da
amostragem.  Adicionalmente, encontramos em nosso estudo a variante
mutante 619A em trés isolados sensiveis a INH (1,6%), o que néo foi observado
nos trabalhos anteriores.

Entre as regibes estudadas, o Rio Grande do Sul foi o que apresentou
isolados com maior freqiiéncia desta mutacao (13,5%), duas vezes maior que 0s
isolados do Para (6,25%) e Sdo Paulo (6,8%), e quatro vezes maior do que 0s

isolados do Rio de Janeiro (3,3%). Mutacdes em isolados brasileiros resistentes
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a isoniazida podem variar tanto na freqiéncia quanto na natureza da mutacao
envolvida, dependendo da regido estudada (Silva et al, 2003).

Com relacdo a multidroga resisténcia (MDR), o(s) mecanismo(s) de
aquisicao deste tipo de resisténcia aparentemente esta relacionado ao acumulo
de mutacbes em genes associados com a resisténcia contra drogas individuais
numa maneira gradativa. Nossos resultados mostram que, embora a freqiiéncia
da variante mutante 619A seja duas vezes maior nos isolados resistentes a
isoniazida que nos MDR (13,2% e 5,8%), esta diferenca néo foi significativa (p =
0,06, OR = 0,40, IC 0,13 — 1,21). Por outro lado, a mesma comparacao
realizada somente em isolados de uma mesma regido geografica mostrou que
no estado de Séo Paulo, a variante mutante 619A apresentou uma frequéncia
significativamente maior nos isolados R-INH que nos MDR (27% e 2,7%
respectivamente; p = 0,03, OR = 0,07, IC 0,00 — 0,97), mostrando que a
freqiéncia da mutacdo em questéo e a associagdo com tipo de resisténcia varia
de acordo com a regido geografica.

Para verificar se a resisténcia a isoniazida dos isolados com a variante
619A era decorrente de outras alteracdes e outros genes envolvidos na
resisténcia a INH, foram sequienciados os genes katG, inhA, oxyR-ahpC e kasA;
apesar de ndo termos as sequéncias de todos 0s genes para a maioria dos
isolados verificamos que 66,6% destes isolados (seis em nove que tiveram 0S
guatro genes sequenciados) apresentaram adicionalmente mutacées no gene
katG, especificamente no cdédon 315. Mutacdes neste cdédon podem levar a
diferentes tipos de troca de aminoacidos, sendo a troca S315T a mais
frequentemente relacionada a resisténcia a INH. Quando analisamos as
mutacdes nos genes separadamente, dentre os 15 isolados que tiveram o gene
katG sequenciado, nove apresentaram mutacdes no cédon 315, oito das quais
resultavam na troca de aminoacidos S315T e um na troca S315L. Nossos
dados estdo em concordancia com outros trabalhos que apontam as mutacdes
no cédon 315 do gene katG como sendo a mais freqientemente relacionada
com a resisténcia a isoniazida (Silva et al., 2003). Em rela¢do aos outros genes

envolvidos com a resisténcia a isoniazida, dois isolados que apresentaram
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mutacbes em katG, também apresentaram mutacbes na regido intergénica
oxyR-ahpC (n = 1/G(-6)A e n =1/ C(-39)T); sendo que um destes isolados
também apresentou uma mutacdo nao sinbnima em kasA (G269S); nenhuma
alteracdo foi observada nos isolados que tiveram o gene inhA sequenciado.
Com estes resultados, podemos inferir que h4 uma associagé@o entre a presenca
da variante nat 619A e outras mutacfes associadas com a resisténcia a
isoniazida, principalmente em katG.

Mutacbes em inhA, oxyR-ahpC e kasA sao frequentemente associados
com alteracdes em katG e consequientemente a resisténcia a isoniazida (Kelly et
al., 1997; Sherman et al., 1996; Ramaswamy et al., 1998 e 2003). Estudos
sugerem que mutacdes na regido intergénica oxyR-ahpC resultam em maior
expressdo da proteina codificada por ahpC, sendo possivelmente um
mecanismo compensatoério para a perda da atividade da catalase, decorrente de
mutacdes em katG (Ramaswamy et al., 2003). Dois dos isolados sensiveis ndo
apresentaram nenhuma mutacdo relacionada com resisténcia a isoniazida.
Embora tenha sido analisado um namero reduzido de isolados para estes genes,
a frequiéncia destas mutacdes foi similar a outros estudos em isolados brasileiros
(Silva et al., 2003).

Mutagcbes ndo sindbnimas em M. tuberculose normalmente tém uma
frequéncia baixa e podem variar de freqiéncia de acordo com a pressao
seletiva. O acumulo de muta¢cdes em diferentes loci esta freqlentemente
relacionado a mudancas fenotipicas de sensibilidade as drogas, sendo o grau de
resisténcia associado com tipo e quantidade de mutacbes, embora ndo se
exclua a possibilidade de outros mecanismos, tais como bombas de efluxo
(Rossi et al., 2006).

Apesar da frequéncia de nat 619A ser baixa nos isolados de uma forma
geral, a mesma se mostrou significativamente maior nos isolados resistentes
que nos sensiveis (p = 0,002, OR = 5,73, IC 1.55 - 25,02) sugerindo uma forte
associacdo com resisténcia de um modo geral; quando analisamos
separadamente o tipo de resisténcia, verificamos uma associacdo “borderline”

entre a presenca da variante mutante nos isolados com resisténcia (p = 0,05) e
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uma associacdo muito forte com a resisténcia a isoniazida (p < 0,0001). Estes
resultados confirmam a hipdtese de que esta mutagédo, de alguma forma esta
relacionada com a resisténcia do M. tuberculosis a isoniazida, tendo uma
relevancia maior no contexto com outras mutacdes ligadas a resisténcia a
isoniazida. A variante mutante nat 619A provavelmente pode estar relacionada
somente a niveis baixos de resisténcia a isoniazida e quando associada a outras
mutacdes potencializaria a resisténcia. Contudo, 0 mecanismo pelo qual isto se
da ainda precisa ser elucidado, sendo cogitada a possibilidade de NAT competir
com a catalase-peroxidase pela isoniazida, o que de alguma forma reduziria a
ativacdo da mesma. Por outro lado, estudos prévios indicam que a variante
mutante da enzima (619A) produz uma enzima menos estavel e com uma menor
afinidade a isoniazida (Sholto-Douglas-Vernon et al. 2005), o que contradiz esta
teoria.

A metodologia aplicada para a deteccdo de resisténcia nestes isolados
clinicos foi 0 método de propor¢des (Canetti et al. 1963), método que determina
a relacdo proporcional de cepas resistentes e sensiveis presentes em uma
amostra clinica através do cultivo em meio de cultura com ou sem as drogas
usadas no tratamento da tuberculose. Com base no numero de unidades
formadoras de colénia no meio com droga em relagdo ao sem a droga se
determina a fracdo da populacdo bacteriana resistente; quando este valor é
maior do que a fracdo definida para a droga (entre 1 e 10%), a populacao
bacteriana € considerada resistente. Este método permite definir apenas a
proporcdo de unidades formadoras de coldénias que s&o resistentes as
concentracdes das drogas utilizadas nesta metodologia. Entretanto, esta
abordagem n&o mostra o grau de resisténcia no sentido quantitativo, ou seja, a
concentracdo da droga necesséaria para matar (parte da populacdo) das
bactérias. A determinacdo da concentragdo minima inibitéria (MIC) e baseada
neste principio.

E possivel que haja uma associacdo entre a presenca do SNP 619A e a
resisténcia a baixo nivel, ndo percebido (detectado) no presente estudo, devido

a auséncia de informacdo sobre comportamento de alguns isolados quando
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avaliados na presenca de concentragcdes menores de isoniazida do que a
utilizada no método de proporgdes. A determinacdo da MIC ndo é uma préatica
de rotina e infelizmente, por limitagBes técnicas e operacionais, so foi possivel
obter esta informacdo para apenas oito isolados clinicos. Estes isolados
apresentaram valores = 16 pg/mL (MIC da INH = 0,02 ug/ml), e adicionalmente
mutacdo no gene katG (S315T), o que poderia estar influenciando os niveis de
resisténcia a INH. Para complementar o estudo e definir melhor a importancia
da presenca do SNP 619A para aquisicdo resisténcia a isoniazida, seria
necessario a determinacédo da MIC em um maior nimero de isolados.

A fim de descartar a possibilidade da variante 619A estar relacionada a
um cluster (agrupamento) especifico, os 20 isolados que apresentaram a
mutacdo foram analisados por “spoligotyping” e os resultados mostraram que
tais isolados representavam 5 diferentes familias, definidas como spoligotipos
(LAM, S, T, X e Haarlem). Adicionalmente, dois isolados apresentaram
spoligotipos ainda ndo depositados no banco de dados internacional
“spoligotyping” SpolDB4. Foi sugerido anteriormente que tanto a variante
mutante 619A como a 529C poderiam ser usadas como marcadores
moleculares em estudos epidemioldgicos para identificacdo de grupos de cepas
gue compartilham o mesmo perfil de RFLP 1S6110 (familia 3 e 28), devido a
forte associagdo dos mesmos com numero restrito de gendtipos (Sholto-
Douglas-Vernon et al., 2005), pois a presenca de um ou mais SNP(s) como
marcador (es) genotipico (s) pode ter um significado importante dependendo da
regido geogréfica e da populacéo estudada. Entretanto, esta observacdo néo se
aplica a nossa amostragem, ja que a variante 619A esta presente em varias
familias, definidas por “spoligotipos” bastante diferentes. As familias LAM, S, T,
X e Haarlem apresentam genoétipos bem distintos também quando analisadas
por outros métodos de tipagem (Mathema,et al. 2006) e encontram-se com
frequéncias distintas em diferentes populacbes. Estes dados estdo em
conformidade com o que foi observado por Gomes et al., (2006), o qual verificou
que 46,5% dos isolados brasileiros pertencem a familia LAM, seguidos pela
familia T (19,5%) e a familia S (1,7%). Outras familias foram observadas, mas



Discusséao

com uma frequiéncia inferior a 1%. A familia X1 é atualmente caracterizada com
uma familia com baixo niumero de cépias do elemento de insercdo 1S6110,
sendo altamente prevalente na América do Norte e na América Central (Brudey.,
2006).

Oito isolados com a variante 619A fazem parte de dois grupamentos
“spoligotyping” (LAM nos isolados do RS e S nos isolados do RJ); tal fato pode
ter ocorrido devido a analise da uma mesma cepa que infectou diferentes
doentes ou devido ao baixo poder discriminatorio do “spoligotyping” nesta
situacdo, classificando cepas diferentes como pertencentes a um mesmo
“cluster”. No sentido epidemiologico, vale apontar que na literatura, certas
familias definidas com um ou varios spoligotipos, apresentam uma variabilidade
genética diferente quando analisadas por outros métodos de genotipagem. No
caso de tais grupamentos serem verdadeiros, poderiam estar viciando a
amostragem, o que daria uma frequéncia errada destes SNPs. Neste contexto,
€ importante salientar a familia S, no presente trabalho, representada por cinco
isolados e contendo a variante 619A com spoligotipos idénticos. Normalmente,
esta familia € encontrada em uma baixa freqiéncia na populacdo de cepas
circulantes no Brasil (Gomes et al., 2006). Contudo, os isolados desta familia
foram todos provenientes de doentes tratados no Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF-
UFRJ). Tal fato pode sugerir que os isolados fazem parte de um surto, o que
seria um argumento contra o significado da associacdo da variante mutante
619A com a resisténcia a isoniazida.

A Familia S é altamente prevalente na Sicilia e Sardina (Europa) e no
artigo referente ao SpolDB4 (Brudey et al., 2006), a mesma seria idéntica aos
isolados F28 encontrados na Africa do Sul (perfil RFLP 1S6110). A primeira
publicacdo referente a descricdo da variante mutante nat 619A (Upton et al.,
2001) relata que a mesma foi identificada em isolados classificados como F28.
Assim, o fato de termos encontrado a mesma em isolados definidos por
spoligotipo pertencentes a familia S reforca a hipétese das cepas definidas como

pertencentes a familia S serem idénticas a F28 e a associacdo da 6192 com
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esta familia. De qualquer modo, a técnica de “spoligotyping” sozinha néo é
suficiente para afirmar que os isolados com o mesmo spoligotipo se tratam de
um mesma cepa. Para esclarecer melhor, é necessario submeter os isolados
definidos por “spoligotyping” a outro método de tipagem como o MIRU para
aumentar o poder discriminatorio (Gopaul et al., 2006).

Através do sequenciamento do gene nat de 87 isolados resistentes (42
isolados o gene interio e 45 isolados parte do gen), identificamos duas novas
(ainda nédo descritas na literatura) mutacdes néo sinbnimas nas posi¢coes 20 (C-
20-T) e 233 (A-233-G) em trés isolados; dois isolados apresentando a variante
mutante 233G e um com a variante mutante 20-T. Na proteina estas mutacdes
resultam na troca de uma alanina por uma valina no cédon 7 e de uma glicinia
por um &cido aspartico no cédon 78. Embora tenhamos sequienciado isolados
sensiveis e ndo termos detectado estas mutagdes, serd conveniente aumentar o
namero de isolados sensiveis para que 0s mesmos possam ser relacionados ou
ndo com a resisténcia a isoniazida. Estudos funcionais seriam igualmente
importantes para entender os efeitos destas mutacfes, pois possivelmente,
estas alteracbes podem afetar a estrutura local ou global da enzima e
consequentemente a sua atividade ou afinidade a isoniazida. Além de mudar a
estrutura da mesma, mutacdes podem alterar sua estabilidade e solubilidade, o
que poderia afetar a sobrevivéncia destes isolados durante a exposicdo a
isoniazida.

Um conceito ainda ndo suficientemente explorado ou apresentado € a
manifestacdo de populacbes bacterianas mistas durante a analise de
sequéncias. As anadlises das seqiiéncias foram feitas tanto visualmente através
da andlise do eletroferograma, quanto de forma semi-automética com o objetivo
de facilitar a deteccdo de SNPs através do programa Seqscape. A vantagem da
andlise visual é a interpretacdo mais exata. As seqiéncias de dois isolados
apresentaram dois picos (A-G) na posicdo 233; estes isolados foram
sequenciados por mais duas vezes, e 0s resultados anteriores foram
confirmados, sugerindo a assim a presenca de duas populacdes distintas (no

sentido genotipico) ou uma populacdo contendo fracdes bacterianas com um
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alelo de cada. Tanto contaminacdo no momento do isolamento ou presenca de
duas populacdes bacterianas distintas no paciente explicariam tal fato. Estes
dados foram excluidos dos resultados QUER DIZER, NAO CNSIDEROU COMO
MUTANTE, entretanto a freqiéncia da mutagdo (A-233-G) é maior do que a
mencionada nos resultados.

O sequenciamento do gene nat em 25 isolados sensiveis (sete com gene
inteiramente e 18 parcialmente sequenciado) revelou a presenca de uma
mutacao sinbnima (ainda nao descrita) na posicdo 312 (T312C) em 4 isolados
(16%), todos classificados por “spoligoting” como pertencentes a familia EAIS
(East-African Indian). A andlise do SpolDB4 mostra que os isolados desta
familia encontra-se em baixa freqiéncia na América do Sul e no Brasil. Embora
as observacdes em relagdo a natureza dos isolados da Familia S (surto de uma
cepa ou cepas diferentes), acreditamos que esta variante mutante poderia servir
como marcador para esta familia de cepas, mas para verificar esta possibilidade

precisaremos genotipar outros isolados desta mesma familia.

A presenca do gene nat no Complexo Mycobacterium tuberculosis

O CMTB é composto por organismos que causam TB humana e animal,
sendo as espécies M. canettii, M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis M. microti,
M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis, as raras variantes conhecidas como dassie e
oryx bacillus (que estdo aguardando serem definidas) e a cepa vacinal M. bovis
BCG. Até pouco tempo atras, acreditava-se que a tuberculose humana teria
surgido com a domesticacdo do gado e conseqientemente, o M. bovis seria o
ancestral do M. tuberculosis pela adaptacdo especifica do patdgeno animal para
o hospedeiro humano (Stead et al., 1995). Antes daquela época, a segregacao
taxondmica dos organismos era baseada na combinacdo de observagdes do
crescimento, morfologia, caracteristicas fisiol6gicas e bioquimicas, variagdes nas
distribuicdes geograficas e na preferéncia por hospedeiro (Niemann et al., 2000).

Este cenario mudou com o avanco das técnicas de biologia molecular e

com as publicacdes dos genomas micobacterianos, M. tuberculosis H37Rv e
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CDC15551 e M. bovis (Cole et al. 1998 e Garnier et al., 2003), o que possibilitou
verificar que os organismos do CMTB e suas sublinhagens apresentam
diferencas genéticas e biolégicas pela combinacdo de polimorfismos (SNPSs)
bem como delegbes, insercdes, inversées e duplicagbes que sdo conhecidas
como regides de diferencas (RD), as quais sdo usadas atualmente para um
maior entendimento das diferengas entre as espécies do CMTB bem como os
aspectos evolutivos

A comparacdo do genoma de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG
permitiu a identificacdo de 14 RDs (RD1- RD14) que podem variar de tamanho
entre 2 a 12.7 Kb, e que estavam ausentes em BCG. Em paralelo, 6 regifes em
H37Rv (RvD1-5) foram identificadas como sendo ausentes e ThD1 em M. bovis
(Gordon et al.,, 1999; Brosch et al., 1999; Kremer et al. 1999). Em 1997,
Sreevatsan et al. exploraram em isolados do CMTB a presenca de dois SNPs,
um no coédon 463 do gene katG e outro no cédon 95 do gene gyrA, definindo
nesta maneira trés grupos genéticos principais (PGGs), associando estes
genotipos tanto com diferentes graus de viruléncia quanto ancestralidade. Em
2002, Brosch et al. analisaram 20 regifes de diferenca em conjunto com estes e
outros SNPs, e propuseram que todas as espécies do CMTB surgiram de um
ancestral comum e que M. canettii divergiu deste ancestral comum antes de M.
tuberculosis. Apos estes trabalhos, novos SNPs e RDs foram identificados em
espécies do CMTB e estdo sendo hoje usados em conjunto tanto para a
diferenciagcdo como para estudos filogenéticos. Em 2006, Huard et al,
analisaram uma colecdo de 125 isolados representativos do CMTB, através da
analise de SNPs e LSPs que considerou filogenéticamente mais relevantes e
incluiu dassie e oryx bacillus assumindo assim que estes organismos fariam
parte do CMTB. Os autores propuseram também que todas as espécies
surgiram de um ancestral comum sendo o M. canetti o representante
filogeneticamente mais distante dos membros do CMTB, e que M. africanum
subtipo la, dassie bacillus, M. microti e M. pinnipedii dividem o mesmo
progenitor, confirmando o modelo evolutivo do CMTB proposto por Brosch et al.
(2002)
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Neste trabalho, verificamos pela primeira vez a associacao entre SNPs e
diferentes familias de cepas, como definidos pelo genoétipo obtido através de
“spoligotyping”.  Estes resultados, despertaram entdo nosso interesse em
investigar outras espécies do CMTB, com o intuito de identificar marcadores
adicionais para o reconhecimento de organismos deste complexo no nivel de
espécie e apoiar a identificacdo do parasito causador da tuberculose. Até o
momento da concepc¢do deste trabalho, estavam disponiveis na literatura
informacdes sobre este gene apenas em M. tuberculosis e M. bovis. Com os
iniciadores usados para amplificacdo deste gene em M. tuberculosis,
conseguimos identificar o gene nat em todas as espécies do CMTB. Apoés o
sequenciamento do mesmo, foi possivel verificar que este gene e idéntico em
todas as espécies do CMTB, quando comparado com o0 gene nat do M.
tuberculosis H37Rv, com excecdo do M. africanum subtipo la, que apresenta
uma mutagado ndo sindnima na posicéo 751 (G-751-A) resultando numa troca de
aminoéacido no codon 251 (E251K).

Duas colecdes diferentes contendo as espécies do CMTB foram
analisadas neste trabalho, totalizando 171 Isolados (Anexos 2 e 3). Destes, 124
ja tinham sido caracterizados previamente (Huard et al. 2006).

A fim de simplificar a caracterizacdo destas espécies, desenvolvemos um
protocolo de PCR-RFLP para a detecgédo desta variante e submetemos a este
sistema os 124 DNAs de isolados do CMTB. Interessantemente, a variante
mutante esteve presente em todos os M. africanum subtipo la e nédo foi
encontrado em nenhum dos outro isolado, sugerindo a fixacdo do mesmo neste
subtipo de M. africanum em algum momento na escala evolutiva. Este dado
corrobora coma hipotese, hoje aceita, de que o M. africanum subtipo la e Ib em
algum momento divergiram de um ancestral comum (Huard et al. 2006).

O M. africanum é geralmente isolado de pacientes africanos e em certas
regides, representa cerca de 60% dos casos de tuberculose pulmonar (Niemann
et al. 2000). Esporadicamente, esta espécie € encontrada na Europa e nos
Estados Unidos (Kremer et al., 1999; Desmond et al., 2004). Naquela época,

acreditava-se na segregacdo do M. africanum em dois subtipos, baseado em
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similaridades fenotipicas com M. bovis ou M. tuberculosis e origem geografica
dos pacientes. O chamado subtipo | seria de pacientes principalmente do oeste
da Africa enquanto o subtipo |l encontrava-se no leste da Africa (Mostowy et al.,
2004a). Através da avaliagdo de caracteristicas bioquimicas e de andlises
numeéricas, concluiram que o M. africanum subtipo | seria mais proximo do M.
bovis enquanto o subtipo Il do M. tuberculosis (Niemann et al., 2000).
Recentemente, foi mostrado que isolados do Oeste da Africa (subtipo 1) eram
caracterizados geralmente pela presenca de baixo ou médio nimero de bandas
de 1S6110 nos perfis estabelecidos por RFLP, e por perfis de “spoligotyping”
com auséncia de espacadores tipicos, tanto para perfis de M. bovis quanto M.
tuberculosis. Os isolados do leste (subtipo IlI) apresentavam altos numeros de
IS6110 e spoligotipos similares ao de M. tuberculosis. Com o0 surgimento de
novos marcadores genéticos para definicdo das espécies do CMTB, as cepas M.
africanum subtipo | foram divididas em duas distintas variantes genotipicas
(subtipo la e Ib) e o M. africanum subtipo Il provou ser uma variante fenotipica
de M. tuberculosis (Brosch et al., 2000; Huard et al. 2006; Sola et al., 2003).
Assim, a nomenclatura anterior (subtipo | e Il) foi descartada e atualizada para
subtipo 1a e 1b.

Com o objetivo de avaliar melhor o poder discriminatério do SNP nat”*
descrito no presente trabalho como novo marcador, o0 mesmo foi estudado em
uma segunda colecdo que ainda ndo havia sido caracterizada quanto as
espécies. Utilizamos métodos de tipagem para marcadores ja descritos
(Mostowy et al., 2004a; Mostowy et al., 2004b; Huard, et al. 2006). Como a
probabilidade de encontrarmos outra espécie do CMTB nesta colecdo era
pequena, escolhemos inicialmente um conjunto de marcadores que permitiria a
diferenciacdo de M. tuberculosis e M. africanum bem como seus subtipos (la e
Ib). Caso algum isolado nédo fosse caracterizado como sendo M. tuberculosis ou
M. africanum, outros marcadores seriam adicionalmente inseridos. Durante este
etapa do trabalho novos protocolos foram desenvolvidos ou adaptados para a
caracterizacdo de certos marcadores. O controle de qualidade dos sistemas

utilizados (novos e ja descritos) foi estabelecido através de seqlenciamento das
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regides contendo os marcadores em questao, pelo menos um de cada padréo
esperado.

Além de confirmar que a mutacdo 751A era especifica para M. africanum
subtipo la, identificamos um outro SNP na posi¢cdo 390 (G390T), presente na
regido conservada do l6cus RD711, que somente foi encontrado em isolados de
M.africanum subtipo Ib. A especificidade deste novo SNP para este subtipo foi
validada nas cepas do CMTB da colecéo cedida pelo Dr. Huard, o que nos fez
inseri-lo no painel de marcadores usados para diferenciacdo dos isolados de
Gana. Este painel permitiu a identificacdo de 18 isolados de M. tuberculosis, 20
de M. africanum subtipo Ib e 9 de M. africanum subtipo la.

O fato de ter confirmado que estes novos marcadores mostraram-se ser
espécie especificos nos torna confiante em relacdo do uso dos mesmos como
marcador auxiliar no diagnéstico da tuberculose, importante devido ao fato que
M. africanum é o segundo patégeno causador da tuberculose humana em
algumas partes do mundo. A definicdo e utilizacdo de novos marcadores
também podem auxiliar em estudos filogenéticos e epidemiolbégicos para avaliar
a frequiéncia destes subtipos em regides onde a infec¢cdo por M. africanum sao
mais freqiientes. A associacdo destes novos SNPs (nat”>* e RD711%%°) aos trés
descritos anteriormente por Huard et al., em 2006 (hsp65°*°, TbD1'%" e aroA?®)
e validados neste estudo na colecdo de isolados de Gana seria uma boa
estratégia para estes propositos.

Através deste estudo, temos a nossa disposicdo um maior nimero de
marcadores genéticos para auxiliar em estudos filogenéticos e melhor definicdo
do patégeno causador do TB, necessario para melhor entendimento a relacéo
patdgeno hospedeiro e o dinamismo da tuberculose humana e animal.

Hé varios relatos sugerindo que a enzima codificada por nat é importante
em diferentes vias bioquimicas e fisioldgicas de M. tuberculosis, tais como:
sintese de acidos micélicos e na acetilagdo da isoniazida. Embora tenhamos
descoberto varias mutacdes neste gene em M. tuberculosis, a maioria encontra-

se em baixa frequéncia, o que poderia ser devido a influéncia negativa na
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populacdo bacteriana que os adquiriu, ou de termos analisado uma amostragem
viciada ou a outros fatores.

Como a variante mutante 619A esta associada com a resisténcia a
isoniazida sugerimos analisar a influéncia das mutagdes néo sindbnimas, pois
existe a possibilidade de as mesmas estarem também sozinhos ou em
combinacéo, influenciando os niveis de expresséao e atividade enzimatica da N-
acetil transferase. A modificagcdo da expressdo desta enzima pode tanto
influenciar a resisténcia a isoniazida quanto outros fendtipos, por exemplo,
partes dos que diferenciam M. tuberculosis de M. africanum.

Outra questdo importante é o significado dos SNPs como marcadores
especificos para espécies, subespécies, tipos ou familias dentro do CMTB. Uma
abordagem para confirmar se isto ocorre ou ndo seria a analise da presenca dos
SNPs em um numero maior de isolados e, principalmente, isolados mais
representativos (tanto geograficamente quanto em relagdo a definicdo de
espécies e ou familias obtida com outros marcadores genéticos). Nao podemos
esquecer que uma das primeiras definicbes de grupos em CMTB baseada em
analise genética que foi feita 10 anos atras e que resultou na definicdo dos
PGGL1, 2 e 3 (Sreevatsan et al., 1997) que continua valendo, foi baseada na
presenca de dois SNPs. Porém, a validacdo e avaliagdo da relacdo entre os
SNPs descritos aqui e outros marcadores genéticos, atualmente utilizados para
definir grupos de organismos € oportuna. Em primeira instancia, sugerimos
avaliar os SNPs na colecdo de DNAs disponivel em nosso laboratorio
(organismos do CMTB que foram submetidos a “spoligotyping”).

Outra caracteristica do nat em M. tuberculosis é que ele faz parte de um
operon (Matthew et al.,2006) composto por mais 5 genes (Rv366a, Rv3567c,
Rv3568c, Rv3569, Rv3570) que codificam para proteinas e que sao importantes
para a sobrevivéncia de M. tuberculosis nos macréfagos (Rengarajan et al.,
2005). Devido a presenga do nat em todos os isolados de CMTB analisados até
agora, a presenca do operon nos mesmos € provavel. A andlise da presenca e

da composicao (LSPs e SNPs) deste operon em isolados selecionados poderia
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ensinar sobre a importancia destes em micobactérias do complexo e fatores

relacionados ao desenvolvimento da tuberculose.
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6.0 Conclusodes

Os resultados obtidos nesse trabalho possibilitaram um maior
conhecimento sobre a presenca do gene nat em todas as espécies do CMTB,
bem como alteragBes genotipicas que podem estar relacionadas a mecanismos
de resisténcia a isoniazida em isolados de M. tuberculosis resistentes e na
diferenciacdo de espécies do CMTB.

A variante nat G619A, apesar de ter baixa freqiéncia em nossos isolados,
mostrou ter uma associacdo com a resisténcia a isoniazida. Caracterizamos
alteracbes ndo descritas anteriormente em isolados de M. tuberculosis
resistentes a INH, demonstraram que este gene € polimérfico e que
possivelmente estas alteracdes podem estar relacionadas a resisténcia a INH ou
em outras alteracdes fenotipicas, sendo necessarios experimentos adicionais
para verificar estas possibilidades.

Descrevemos pela primeira vez a presenca do gene nat em outras
espécies do CMTB, alem de verificar uma alteracdo pontual neste gene que
permite diferenciar M. africanum subtipo la das outras espécies, bem como no
l6cus RD711°%° para M. africanum subtipo Ib, o que pode auxiliar tanto no
diagnostico como nos estudos filogenéticos do CMTB. Estudos adicionais deste
gene ou até mesmo do operon onde ele esta localizado em espécies do CMTB,
podem auxiliar no entendimento da importancia deste gene em micobactérias

bem como o envolvimento deste na patogénia.
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Tabela A.1: isolados Clinicos (M.tuberculosis ) de pacientes com tuberculose pulmonar, com
suas respectivas origens e testes de sensibilidade.

Isolado INH [ RPM | PZA [ BEM [ ETH | SM Origem MATERIAL LOCAL DA
EXTRACAO

341 R R s S R S RJ-UPT DNA FIOCRUZ
2176 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
1522 R R R S R s RJ-UPT DNA FIOCRUZ
325 R R S S s S RJ-UPT DNA FIOCRUZ
2255 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
371 R R R S s R RJ-UPT DNA FIOCRUZ
010/23 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
1580 R R S s s S RJ-UPT DNA FIOCRUZ
17/96 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
324 R R s s s S RJ-UPT DNA FIOCRUZ
332 R R R S S S RJ-UPT DNA FIOCRUZ
1645 R R R S R R RJ-UPT DNA FIOCRUZ
1886 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
2118 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
333 R R S s R S RJ-UPT DNA FIOCRUZ
375 R R R S s S RJ-UPT DNA FIOCRUZ
1896 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
2248 R R * * * * RJ-UPT DNA FIOCRUZ
353 R R R R R R RJ-UPT DNA FIOCRUZ
1043/03 R S s S s s RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1496/03 R s s s S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1525/03 R S s S s R RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
384/03 R s S s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1411/03 S s s s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1717/03 S S S S s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1604/03 S s S s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1758/03 S S S S s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1953/03 S S s S s s RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2136/03 S s S s S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1991/03 s S s S s s RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
909/03 S s S s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1486/03 S s s s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
802/03 S S s S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
409/03 R s s s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2024/03 S S S S s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
332/03 S S s S s s RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
794/03 S s s s S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2200/03 s S s S s s RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
528/03 S s S s S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2056/03 S s s s S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1484/03 S S S S s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
162/03 S s S s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
89/03 S S s S s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1493/03 S S s S s s RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
106/03 S s s s S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1041/03 s S s S s s RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
97/03 S s S s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
275/03 S s s s s S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
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1847/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
826/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1777/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1887/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2196/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1741/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1435/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1069/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1615//03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1125/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
979/02 R S S S R S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
9612/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1210/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
718/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1748/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1865/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1348/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1461/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
204/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1575/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1559/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
202/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1785/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
585/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
437/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
412/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1155/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1425/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1811/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1851/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
961/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
963/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
134/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
474/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1106/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2096/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1063/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1681/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
849/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1790/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1036/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1223/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1594/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2034/03 R R S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
390/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
438/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1331/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
997/03 R S R S R S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1396/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1830/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1098/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2031/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
946/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
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300/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1201/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
378/03 R S S S S R RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
167/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ

92/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2049/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1534/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
791/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ

38/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1126/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1042/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
715/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
741/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
630/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
788/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1666/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1079/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
143/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1042/02 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1041/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1198/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
827/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ

98/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
923/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1397/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1019/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1066/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
142/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1028/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1059/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
723/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2008/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
598/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
279/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
266/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ

99/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1547/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
394/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2028/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1509/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2007/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
265/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
122/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
178/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
903/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2172/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1381/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
288/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1629/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1494/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1754/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
979/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1753/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
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1068/02 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1562/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1077/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1450/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
349/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1996/03 R R S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1740/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
720/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1374/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
959/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1532/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2048/03 R S S S R S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
887/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
721/03 R S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1469/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
740/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
222/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
265/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1825/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
403/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2134/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1995/03 R R S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1997/03 R R S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1226/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2104/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
741/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
282//102 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
722/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1998/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
2192/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1508/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1078/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
100/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1671/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ

76/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
296/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1940/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1213/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
345/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1874/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1657/03 S S S S S S RJ-UPT Lisado FIOCRUZ
1021/98 R R R S R S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1105/00 S S S S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1512/00 R R R S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1122/96 R R S R S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1129/98 R R S S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1266/01 S S S S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1287/00 R R R R R R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF

14/97 R R R S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1510/97 R R R S S R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1512/00 R R R S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
165/00 R S R R R R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1657/96 R R R S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
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1699/96 R R R R S R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
1943/00 R R R S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
267/00 R R R R R S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
397/02 R R * S S R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
414/01 R R R S S R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
48/02 R R S S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
487/00 R R R S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
517/03 S S S * * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
556/00 R S R S R R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
680/01 R R R R R R RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
736/00 R S S S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
742/00 R R R S S * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
752/98 R R S S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
753/98 R R R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
757/00 R R R S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
761/96 R R S R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
777/00 R R R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
790/03 R R * S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
818/00 R S S S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
913/00 R R R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
926/00 R R R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
927/00 R R R S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
932/00 R R R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
935/00 R R * R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
95/01 S S S S S S RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
953/00 R S S S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
957/01 R R R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
974/01 R R * S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
976/98 R R S S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
977/98 R S R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
977/00 R S R R * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
980/00 R R R S * * RJ-CRPEFF DNA CRPEFF
8378 R R S S R R RS DNA FEPPS
7681 R R R S S R RS DNA FEPPS
9034 R R R S S R RS DNA FEPPS
9181 R R S S S R RS DNA FEPPS
9245 R S S S S R RS DNA FEPPS
9430 R S S R S S RS DNA FEPPS
8003SM R R R S S S RS DNA FEPPS
8183 R R S S S S RS DNA FEPPS
9248 R R S S S S RS DNA FEPPS
8059SP R R S S S S RS DNA FEPPS
7755 R S S S S S RS DNA FEPPS
8187 R S S S S S RS DNA FEPPS
9276 R S S S S S RS DNA FEPPS
9440 R S S S S S RS DNA FEPPS
8049SP R S S S S S RS DNA FEPPS
9102 R S S S S RS DNA FEPPS
8511 R S S S S S RS DNA FEPPS
8135 R S R S S S RS DNA FEPPS
9039 R S S S S S RS DNA FEPPS
9092 R S S S S S RS DNA FEPPS
9210 R S S S S S RS DNA FEPPS
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9488 R R * S * S RS DNA FEPPS
9494 R R * S * S RS DNA FEPPS
9241 R R * S R * RS DNA FEPPS
9502 R R * S R * RS DNA FEPPS
0330 S S S R S RS DNA FEPPS
358 R R * S S * RS DNA FEPPS
0375 R R * S S * RS DNA FEPPS
0577 R R * S S * RS DNA FEPPS
0059 R R * S S * RS DNA FEPPS
0561 S R S R S S RS DNA FEPPS
0602 R S S R S S RS DNA FEPPS
9455 R R R S S S RS DNA FEPPS
8525 R S R S S S RS DNA FEPPS
9440 R R S S S S RS DNA FEPPS
149 R R S S S S RS DNA FEPPS
9244 R S S S S S RS DNA FEPPS
0479 R S S S S S RS DNA FEPPS
9276 R S S S S S RS DNA FEPPS
9312 R S S S S S RS DNA FEPPS
9450 R S S S S S RS DNA FEPPS
0489 R S S S S S RS DNA FEPPS
9369 R S S S S S RS DNA FEPPS
9430 R S S S S S RS DNA FEPPS
9433 R S S S S S RS DNA FEPPS
9485 R S S S S S RS DNA FEPPS
0090 S S S S S S RS DNA FEPPS
0135 S S S S S S RS DNA FEPPS
0155 S S S S S S RS DNA FEPPS
0297 S S S S S S RS DNA FEPPS
0436 S S S S S S RS DNA FEPPS
0576 S S S S S S RS DNA FEPPS
8600 S S S S S S RS DNA FEPPS
9016 S S S S S S RS DNA FEPPS
9473 S S S S S S RS DNA FEPPS
0486 S S S S S S RS DNA FEPPS
0597 S S S S S S RS DNA FEPPS
0609 S S S S S S RS DNA FEPPS
9159 S S S S S S RS DNA FEPPS
9328 S S S S S S RS DNA FEPPS
9409 S S S S S S RS DNA FEPPS
¢12433/99 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€1243/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
¢597/00 R R R R S S SP DNA UNICAMP
€1237/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
€94018/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
€93898/00 R R R R S S SP DNA UNICAMP
¢702/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
c18/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€93843/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
¢582/00 R R S R S S SP DNA UNICAMP
€1195/00 R R R R S S SP DNA UNICAMP
€1194/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C1438/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP




Anexos

¢52/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
€1250/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€92973/99 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€364/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
€92507/99 R R R S S S SP DNA UNICAMP
C91242/99 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€92508/99 R R R S S S SP DNA UNICAMP
€92508/99 R R R S S S SP DNA UNICAMP
¢425/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
€2898/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€2423/00 R R R S S S SP DNA UNICAMP
€3059/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€2248/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
€2898/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2626/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2637/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2846/00 R R R S S S SP DNA UNICAMP
C2466/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2518/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2431/00 R R R S S S SP DNA UNICAMP
C2341/00 R R R S S S SP DNA UNICAMP
C93849/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
C596/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C1210/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
C93843/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
C92506/99 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2335/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2627/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C2429/00 R R S S S S SP DNA UNICAMP
C553/00 R S S S S S SP DNA UNICAMP
c44/00 R S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C1246/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C93492/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C1285/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C93459 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C3076/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C3089/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C2937/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C2842/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C2841/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C3079/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C2371/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C2763/00 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
72172 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
81874 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
71811 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
72595 R R R S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C2295/00 R R R R S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
83239 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
72060 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C2324/00 R R R S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
72421 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
81304 R R S S S R SP-Lutz DNA FEPPS-RS
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C2518/00 R R S S S * SP-Lutz DNA FEPPS-RS
72418 R R S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
71686 R R R S S R SP-Lutz DNA FEPPS-RS

C2325/00 R R R R S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
C6/00 R S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS

C523/00 R S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP0059 R R * S S * SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP7010 R R * S S * SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP8045 R R * S S * SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP9012 R R R S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP0075 R S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP8049 R S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP9027 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
9440 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP0072 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP9004 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP0051 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP0055 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP0060 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP0100 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS
SP9003 S S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS

C402/00 R S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS

c482/00 R S S S S S SP-Lutz DNA FEPPS-RS

259 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
266 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
272 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
293 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
364 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
416 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
426 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
427 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
429 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
443 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
453 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
466 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
537 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
630 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
694 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
699 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
727 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
751 S S S S S S PA DNA FIOCRUZ
792 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
796 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
798 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
799 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
804 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
814 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
820 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
823 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
827 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
834 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
846 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
853 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
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861 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
862 R S S S S S PA DNA FIOCRUZ
868 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
874 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
879 R R S S S S PA DNA FIOCRUZ
909 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
928 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
932 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
956 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
973 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
984 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
988 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
998 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
1004 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
1102 R R * * * * PA DNA FIOCRUZ
1111 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
1114 R S * * * * PA DNA FIOCRUZ
1121 R R * * * PA DNA FIOCRUZ
3573 R R R R R R Ceara DNA Missejana
3574 R R * * * * Ceara DNA Missejana
3566 R R * * * * Ceara DNA Missejana
3787 R * * * * * Ceara DNA Missejana
3912 R R * * * * Ceara DNA Missejana
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Tabela A.2: Cepas do CMTB usadas para a validagdo dos novos SNPs encontrados nestes estudo.

CMTB subspecies Cepa Hospedeiro Origem Publicacéo Prévia
(referéncia)
“M. canettii” 96-46 Humano Franca Goh et al., 2001.
217-94 Humano Suica Goh et al., 2001.
17727 (116) Humano Somaélia Kremer et al, 1999.
2002-937 Humano Holanda Huard et al., 2006.
2002-1000 Humano Holanda Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
“Ancestral” M. tuberculosis  97-66 Humano Holanda Huard et al.,2003.
[PGG1b]
15199 (47) Humano Holanda Kremer et al, 1999.
CA-65 (65) Humano Holanda Kremer et al, 1999.
CA-74 (74) Humano india Kremer et al, 1999.
Percy157b Humano Tailandia Huard et al., 2006.
Percy211 Humano Franca Lee et al., 2000.
Huard et al., 2006.
"Modern" M. tuberculosis [PGG1b] 97-742 Humano Holanda Huard et al.,2003.
97-803 Humano Holanda Huard et al.,2003.
97-818 Humano Holanda Huard et al.,2003.
97-1177 Humano Holanda Huard et al.,2003.
97-1289 Humano Holanda Huard et al.,2003.
97-1438 Humano Holanda Huard et al.,2003.
13876 (100) Humano Holanda Kremer et al, 1999.
CA-43 (43) Humano China Kremer et al, 1999.
548.03 Humano Brasil Huard et al., 2006.
2172.03 Humano Brasil Huard et al., 2006.
Percy7 Humano Djibuti Huard et al., 2006.
Percy9l Humano Djibuti Huard et al., 2006.
Percy209 Humano Franca Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
"Modern" M. tuberculosis [PGG2] CDC1551 Humano EUA Fleischmann et al., 2002.
Cb3.3 Humano EUA Friedman et al., 1997.
97-279 Humano Holanda Huard et al.,2003.
97-488 Humano Holanda Huard et al.,2003.
97-1503 Humano Holanda Huard et al.,2003.
970623 Humano Holanda Huard et al.,2003.
2001-1225 Humano Holanda Huard et al.,2003.
CA-56 (56) Humano Curacoa Kremer et al, 1999.
AH TN13475 Humano EUA Huard et al.,2003.
Mtb21 Humano EUA Huard et al.,2003.
Mtb22 Humano EUA Huard et al.,2003.
133/92 Humano Uganda Haas et al., 1997.
178/92 Humano Uganda Haas et al., 1997.
290/92 Humano Uganda Haas et al., 1997.
1167/93 Humano Uganda Haas et al., 1997.
94-1055 Humano Holanda Huard et al., 2006.
2002-1304 Humano Holanda Huard et al., 2006.
2002-1330 Bonobo Holanda Huard et al., 2006.
Percy47 Humano Djibuti Huard et al., 2006.
"Modern" M. tuberculosis [PGG3] ATCC 27294 Humano H37Rv Huard et al., 2006.
ATCC 25177 Humano H37Ra Huard et al., 2006.
ATCC 15910 Humano EUA Huard et al., 2006.
NYiso Humano EUA Huard et al.,2003.
CA-105 (105) Humano Holanda Kremer et al, 1999.
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M. africanum subtipolb [PGG1b]

M. africanum subtipola [PGG1a]

dassie bacillus [PGG1a]

oryx bacillus [PGG1a]

M. microti [PGG1a]

M. pinnipedii [PGG1a]

15082 (92)
AF0236
AF0271
Percyl1l3
Percyl6
Percyl7
Percy56
Percy58
Percy59
Percy60
Percy99a
Percy204

ATCC 25420
ATCC 35711
1255/93
1457/93
1565/93
1567/93
17316 (6)
17902 (85)
Percyl18
Percy34
Percy57
Percy61
Percy119
Percy122b
Percyl71
Percy199
Percy203
Percy207

68/7171
14114
FCC49
TB23/91Sw

CA-24 (24)
CA-69 (69)

ATCC 19422
ATCC 35782
ATCC 11152
97-1297
97-2257
97-2272
15496
15498
15912
16420

CA-76 (76)
CA-81 (81)
CA-101 (101)
FCC69
FCC70
FCC72
FCC174

Humano

Sl

Sl
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano

Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano

Hyrax

Hyrax

Hyrax
Suricat

Oryx
Oryx

Ratazana
Ratazana
Ratazana
Feret
Humano
Humano
Ratazana
Ratazana
Ratazana
Lama

Foca
Foca
Foca
Foca
Foca
Foca
Foca

Holanda
Sl
Sl
Nigéria
Camardes
Nigéria
Camardes
Franca
Franca
Camardes
Franca
Camardes

Senegal
Sl
Serra Leoa
Serra Leoa
Serra Leoa
Serra Leoa
Holanda
Holanda
Nigéria
Somadlia
Franca
Franca
Djibouti
Franca
Franca
Nigéria
Nigéria
Franca

Africa do Sul

Australia
Australia
Sweden

Arabia Saudita

Holanda

Reino Unido
Sl
Reino Unido
Holanda
Holanda
Holanda
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Belgica

Argentina
Argentina
Argentina
Austrélia
Austrdlia
Australia
Austrdlia

Kremer et al, 1999.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Lee et al.,2000.
Lee et al.,2000.
Lee et al.,2000.
Lee et al.,2000.
Lee et al.,2000.
Lee et al.,2000.
Lee et al.,2000.
Lee et al.,2000.
Huard et al.,2006.

Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Haas et al.,1997.
Haas et al.,1997.
Haas et al.,1997.
Haas et al.,1997.
Kremer et al, 1999.
Kremer et al, 1999.
Lee et al.,2000.
Huard et al.,2006.
Lee et al.,2000.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Huard et al.,2006.
Wagner et al. , 1998.
Cousins et al.,1994.
Cousins et al.,1994.
Mostowy et al.,2002.
Huard et al.,2006.
Kremer et al, 1999.
Kremer et al, 1999.

van Soolingen et al.,1998.
Huard et al.,2006.
van Soolingen et al.,1998.
van Soolingen et al.,1998.
van Soolingen et al.,1998.
van Soolingen et al.,1998.
van Soolingen et al.,1998.
van Soolingen et al.,1998.
van Soolingen et al.,1998.
van Soolingen et al.,1998.

Kremer et al, 1999.
Kremer et al, 1999.
Kremer et al, 1999.
Cousins et al.,2003.
Cousins et al.,2003.
Cousins et al.,2003.
Cousins et al.,2003.
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M. bovis [PGG1a]

M. bovis BCG [PGG1a]

ATCC 19210
ATCC 35725
ATCC 35726
ATCC 35730
2001-831
CA-73 (73)
CA-117 (117)
CA-126 (126)
CA-130 (130)
TN5022
2001-122505
61760
BV0061
BV0063

ATCC 27290
ATCC 35730
ATCC 35732
ATCC 35736
BCGt

r4-93
TN10130
BCGO0336

Vaca
Sl
Vaca
Vaca
Humano
Vaca
Vaca
Vaca
Vaca
Humano
Humano
Humano
Sl
Sl

Vacina

Vacina

Vacina

Vacina

Vacina
Sl

Humano

Sl

Holanda
Holanda
Argentina
Argentina
Holanda
EUA
Holanda
EUA
Sl
Sl

Copenhagen
Japao
Sweden

Brasil
Pasteur-Tunis
Sl
EUA
Sl

Huard et al., 2006.

Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al., 2003.
Kremer et al, 1999.
Kremer et al, 1999.
Kremer et al, 1999.
Kremer et al, 1999.

Huard et al,2003.
Huard et al,2003.

Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.

Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al., 2006.
Huard et al,2003.
Huard et al,2003.
Huard et al,2003.
Huard et al., 2006.
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Tabela A.3: Isolados clinicos de pacientes Ganense com tuberculose Pulmonar

(Oeste da Africa).

No. Tubo No Isolado
1 1410,02
2 1417,02
3 1428,02
4 1438,02
5 1443,02
6 1449,02
7 1465,02
8 2569,02
9 2570,02
10 2577,02
11 2582,02

12 2597,02
13 3482,03
14 4802,03
15 4804,03
16 5383,02
17 5390,02
18 5398,02
19 5400,02
20 5429,02
21 5432,02
22 5434,02
23 5468,02
24 5473,02
25 8163,02
26 8236,02
27 8303,02
28 10400,02
29 10348,01
30 10439,01
31 10445,01
32 10446,01
33 10458,02
34 10462,01
35 10469,01
36 10470,01
37 10476.?
38 10473,01
39 10480,01
40 10481,01
41 10485,01
42 10486,01
43 10493,01
44 10494,01
45 10512,01
46 10515,01
47 10517,01
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Tabela A4: Discricdo dos SNPs avaliados neste estudo.

LOcus™ CODON TROCA DE NATUREZA OU
AFETADO N° NUCLEOTIDIO LOCALIZACAO DA
MUDANCA
aroA "’ - 177 G-A Intergénica
TbD1™’ - 197 C-T Intergénica
PRONarGHJ - 215 C-T intergénica
RD711 *° (RV1332) 175 390 G-T N&o sinonima
rpoB™*® 388 1163 CT N&o Sinbnima
rpoB™®* 350 1049 CT N&o Sinénima
Nat"™" 251 751 G-A N&o Sinénima
Rv1510 "% 377 844 G-A Nao Sinénima
katG ** 463 1388 G- T N&o Sinénima
gyrA > 95 283 C-G N&o Sinénima
3 cpf32 *H 1279 311 G-A Sinénima
RD13 ™ 499 174 G-A Sinénima
PPE55 “* 723 7321 A-G Sinénima
PPE55 “*° 725 7327 A-G Sinénima
Hsp65>* 180 540 C-T Sinénima
katG ** 203 607 T-C Sindnima
gyrB™**° 484 1450 G T Sinénima

1 As posicdes das substituicdes de nucleotidicas sdo correspondentes ao genoma de M. tuberculosis
(H37Rv), exceto a substituicdo no l6cus TbD1 que corresponde a posigdo no genoma de M. bovis
(AF2122/97).
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Tabela A5: Discricdo das Regifes de Diferenca (RD) avaliadas neste estudo.

RD™ Tamanho da delec&o ORF(s) Afetadas
(bp) Proteina
mmpS6
TbD1 2.153 mmpL6 Proteinas de membrana
Rv1964 “Integral membrane protein”
Rv1965 “Integral membrane protein”
mce3 “Invasin-like protein; RGD motif”
Rv1967 “Exported protein”
Rv1968 “Exported protein; RGD motif”
Rv1969 “Exported protein
IprM “Lipoprotein”
RD7 12.718 Rv197 “Exported protein
Rv1972 “ Membrane protein”
Rv1973 “Exported protein”
Rv1974 “Unknown”
Rv1975 “Exported protein”
Rv1976¢ “Unknown”
Rv1977 “Unknown; Zn binding signature”
ephA “Epoxide hidrolase
Rv3618 “Monooxigenase”
Rv3619c “ESAT-6 Family”
RD8 5.895 Rv3620c “QLISS family”
Rv3621c “PPE_protein”
Rv3622c “PE protein
IpgG Lipoproteina
cobL “Precorrina metilase”
Rv2073c “Oxidoreductase”
RD9 2.030 Rv2074 “Unknown”
Rv2075 “Membrane or exported protein”
echAl “Enoyl CoA hidratase”
RD10 1.903 Rv0223c “Aldehyde dehydrogenase”
RD701 1.740 Rv0124 “Proteina da familia PE-PGRS
“Probable Beta-Glucosidase BGLS (Gentiobiase)
RD702 1.722 Rv0186 (Cellobiase) (Beta-D-Glicosidae Glucohydrolase)
bglS ”
RD711 “Probable Hidrolase”
1.943 Rv1333
Rv1336 “Probable Cisteine Syntetase B CYSM (CSASE B) (O-
acetylserine sulfhydrylase B) (O-acetylserine (Thiol)-lyase
B)”
RD713 3.768 Rv1977 “hypothetical protein
“Possible comserved permaase”
Rv1979c
pks15/1 6a’7 Rv2947c “Probable Polyketide S syterase/ PKS15”

12 As posicdes das substituicbes de nucleotidicas sdo correspondentes ao genoma de M. tuberculosis
(H37Rv), exceto a substituicdo no l6cus TbhD1 que corresponde a posicdo no genoma de M. bovis
(AF2122/97).







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

