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RESUMO

Caracterizacao de Mutagoes Associadas com a Resisténcia a Pirazinamida e Etambutol

em Isolados de Mycobacterium tuberculosis

Vivian de F. Sumnienski Rodrigues

Os estudos sobre a resisténcia de Mycobacterium tuberculosis aos farmacos utilizados
no tratamento da tuberculose (TB), vém sendo cada vez mais explorados com o objetivo de
entender melhor como funcionam os mecanismos utilizados pela micobactéria. A partir do
aumento da transmissao ativa de linhagens de M. tuberculosis resistentes as drogas, tanto no
Rio Grande do Sul quanto em outras regides do Brasil, fez-se necessario um estudo relativo a
resisténcia de M. tuberculosis a pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB). Sabe-se até o momento
que existem genes especificos que, possivelmente sejam alvos de alteracbes e podem
proporcionar resisténcia ao M. tuberculosis, no entanto ainda ndo se tém relatos do tipo e da
freqUéncia destas mutacdes nos isolados do nosso Estado e de outros locais do Brasil. Sendo
assim, neste trabalho buscou-se estudar isolados de M. tuberculosis, fenotipicamente
caracterizados como resistentes a PZA e/ou EMB e determinar seu perfil de susceptibilidade a
partir de caracterizagcdo das mutagdes nos genes pncA e embB, envolvidos respectivamente
com a resisténcia a PZA e EMB. A metodologia utilizada foi baseada primeiramente na
caracterizacao dos isolados pelos métodos tradicionais (testes fenotipicos de susceptibilidade)
seguida de extracdo de DNA, amplificacdo dos genes alvo e posteriormente sequienciamento
dos mesmos. A partir da analise das sequéncias obtidas foi possivel caracterizar 12 novas
mutagdes no gene pncA, distribuidas ao longo de todo o gene, que possivelmente estejam
envolvidas com a resisténcia dos respectivos isolados a PZA. A andlise dos isolados resistentes
a EMB demonstrou que nossos isolados apresentam alteragcdes somente no cédon 306 do gene
embB de M. tuberculosis. Apos este estudo, sera possivel avaliar a ocorréncia das mutagdes
nos genes especificos e inferir sobre a possivel interferéncia das mesmas nos mecanismos
relacionados com a resisténcia a essas drogas. Conhecendo melhor os isolados de nosso pais,

poderemos fornecer informacgdes para o desenvolvimento de um melhor método de deteccao da



resisténcia. Este método, depois de adequadamente testado podera colaborar de forma decisiva

nos programas de controle da tuberculose.



ABSTRACT

Characterization of Mutations Associated with Pyrazinamide and Ethambutol Resistance

in Mycobacterium tuberculosis isolates

Vivian de F. Sumnienski Rodrigues

Extensive research about Mycobacterium tuberculosis resistance to drugs used in
tuberculosis (TB) treatment has been performed in order to have a better understanding of the
mechanisms used by mycobacteria. Once active transmission of drug resistant strains of M.
tuberculosis has been occurring both in Rio Grande do Sul State and in other regions of Brazil, it
brought up the need of performing a study related to M. tuberculosis pyrazinamide (PZA) and
ethambutol (EMB) resistance. It is known that specific genes are targets of alterations, which can
lead to M. tuberculosis resistance, however, up to this moment there are no records about types
or frequencies of those mutations in isolates from Rio Grande do Sul State and other sites in
Brazil. Thus, in this study we aimed to evaluate M. tuberculosis isolates phenotypically
characterized as PZA and/or EMB resistant, in order to determine their susceptibility profile based
on the characterization of mutations in pncA and embB genes, involved in PZA and EMB
resistance, respectively. Methodology used in the study was primarily based on the
characterization of isolates by conventional methods (phenotypic susceptibility tests) followed by
DNA extraction, target genes amplification and DNA sequencing. Sequence analysis revealed 12
novel mutations in pncA gene distributed all along the gene and they are possibly involved with
PZA resistance in those isolates. Analysis of EMB resistant isolates showed our isolates
presented alterations at codon 306 of embB gene of M. tuberculosis only. From this study it will
be possible to evaluate the presence of mutations in specific genes in order to establish a
correlation between their occurrence and the effects in the mechanisms related to the
emergence of resistance to those drugs. Improving our knowledge about the isolates in our
country we will be able to provide information that can be useful for the development of a
methodology for the early detection of resistance. This methodology, if properly tested and

validated can be highly helpful for the improvement of TB control programs.
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1. APRESENTACAO

Os estudos sobre a resisténcia de Mycobacterium tuberculosis aos farmacos
utilizados no tratamento da tuberculose (TB), vém sendo cada vez mais explorados com o
objetivo de entender melhor como funcionam os mecanismos utilizados pela micobactéria. A
resisténcia pode estar relacionada a ndao adesdo do paciente ao tratamento e também a
administracao incorreta dos farmacos, o que tem trazido repercussbes negativas ao programa
de controle da tuberculose (PCT). Uma estratégia de acompanhamento da terapia, o DOTS
(Direct Observation Therapy Strategy) é indicado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)

como uma ferramenta fundamental contra a emergéncia e a disseminacao da TB resistente.

Para a determinagdo da resisténcia, a metodologia classica recomendada (padrao
ouro) é o método das proporg¢des, realizado em meio sélido ou em sistemas automatizados ou
semi-automatizados. Para paises em desenvolvimento, essas metodologias, apresentam um
custo elevado ou sé&o de dificil execugao na rotina do laboratdrio. No entanto, novas metodologias
mais rapidas e de baixo custo, estdo sendo desenvolvidas com a intencdo de atender as
necessidades de realizar os testes de maneira pratica e efetiva. O método que mede a
concentragdo minima inibitéria (CMI), pode ser considerado uma alternativa simples para
laboratérios de rotina que possuam infra-estrutura basica para cultivo de M. tuberculosis. Porém,
sabe-se que, além de necessitar da cultura (30 dias) muitas vezes este método possui

deficiéncias na sua realizagao, principalmente quando se trata de pirazinamida.

Portanto, neste trabalho buscou-se estudar isolados de M. (tuberculosis,
determinando o perfil de susceptibilidade para PZA e EMB e, caracterizando as mutagdes nos

genes pncA, envolvidos com a resisténcia a PZA, e embB, envolvidos com a resisténcia a EMB.
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Isso possibilitou a busca de uma associagéo entre a presenga ou ndo de mutagdes nos genes

estudados e os testes convencionais.

A secdo de revisdo bibliografica inicia descrevendo a situagcdo da TB, sua
epidemiologia, transmiss&o e tratamento, as pesquisas mais recentes relacionadas com a
resisténcia aos farmacos, principalmente PZA e EMB, mecanismos de resisténcia e de agcao
desses farmacos, assim como uma visao atualizada dos principais métodos de determinacao
da susceptibilidade do M. tuberculosis aos farmacos usados no tratamento da TB. Na secdo de
materiais e métodos foram detalhadas as condigcbes de como o trabalho foi desenvolvido. Os
resultados obtidos através dos experimentos realizados nesse trabalho foram descritos e

discutidos, tendo como base de interpretagao a literatura atual disponivel.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Tuberculose

A tuberculose, € uma doenga de distribuicdo universal que, nos meados do século
XX, constituia-se em uma das principais causas de morte no mundo (Raviglione et al., 1995).
Com as melhorias das condi¢des de vida nos paises desenvolvidos e a instituicdo do tratamento
quimioterapico, houve uma redugédo de sua morbidade e, principalmente da mortalidade. Até a
década de 80 tinha-se a expectativa da eliminacdo dessa enfermidade, ja considerada sob
controle nos paises desenvolvidos. Contudo, o crescimento mundial de sua incidéncia levou, em
1993, a OMS a declarar esta doenga em estado de emergéncia, alertando para a necessidade
de maiores esfor¢gos no seu combate (WHO, 1994). Apesar dos procedimentos dos programas
de controle da tuberculose (TB) e dos regimes terapéuticos usados, existem problemas
inerentes a doenga que incluem o surgimento de cepas resistentes aos farmacos usados no
tratamento, a alta correlagdo da incidéncia da doenga em populagdes pobres e, ainda, a
imunodepressao causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), criando as condicdes
ideais para a transformagdo da TB em uma doenga oportunista (Kaufmann and Van Embden,

1993, Brasil, 2002).

2.1.1- Epidemiologia

Atualmente, existem 2 bilhdes de pessoas infectadas pelo M. tuberculosis (1/3 da
populagdo) no mundo. A taxa de mortalidade € de 2,5 a 3 milhdes de pessoas por ano (WHO,
2002). Durante a década de 90, aproximadamente 30 milhdes de pessoas morreram em
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consequéncia da doencga (Kritski et al., 2000). Estima-se que ocorram 8,7 milhdes de novos
casos a cada ano e que cerca de 350 mil mortes refiram-se a pacientes com TB associado a

Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS) (WHO, 2002).

Na América Latina, o Brasil ocupa o 15° lugar entre os 22 paises que s&o
responsaveis por 80% dos casos estimados da doenga e junto com o Peru, respondem por 50%
dos casos de TB nas Américas (Brasil, 2004). Anualmente notificam-se cerca de 100 mil casos
de TB, sendo que 85 mil sdo casos novos, morrendo cerca de 6 mil pacientes (3,07
06bitos/100.000 habitantes). Segundo dados do Sistema de Informagbdes de Agravos de
Notificagdo (SINAN), em 2001, foram notificados 81.432 casos novos (correspondente a um
coeficiente de incidéncia de 47,2/100.000 habitantes) (Figura 1). Em relag&o ao encerramento do
tratamento, 72,2% receberam alta por cura, 11,7% representam abandono de tratamento, 7% de

obitos e 9,1% de transferéncias (Brasil, 2004).

A estimativa é que entre os anos de 2000 e 2020, aproximadamente 1 bilhdo de
pessoas estarao infectadas, 150 milhdes de pessoas ficarao doentes e 36 milhdes morrerao por
TB (WHO, 2004). Estes dados alertam para a gravidade da situagdo atual e perfazem uma

ameaca significativa ao controle desta doenca.
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Secretaria de Vigilancia Sanitaria
Coeficiente de Incidéncia da Tuberculose — Brasil, 2001.
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Figura 1. Coeficiente de incidéncia de TB no Brasil. Fonte: Ministério da Saude, SVS, Brasil, 2004.
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2.1.2. Etiologia — M. tuberculosis

As  micobactérias pertencem a ordem dos Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. As bactérias que compde este género, apesar de
serem diferentes em relagdo a morfologia das colénias e as propriedades bioquimicas, possuem
caracteristicas taxondmicas comuns, como a presenca de acidos graxos de cadeia longa

Ce0-C9o0 (acidos micdlicos), acido desoxirribonucléico (DNA) com 61% a 71% de teor de

guanina e citosina (G+C), e alcool-acido resisténcia quando expostas a coloragao tintorial pelo

método de Ziehl-Neelsen (Goodfellow and Magee, 1998).

M. tuberculosis é também chamada de bacilo de Koch (BK), por ter sido isolado e
descrito em 1882, por Robert Koch, ao obter seu cultivo e reproduzir a enfermidade em animais
de laboratério. A espécie M. tuberculosis é o protétipo do complexo Mycobacterium tuberculosis,
do qual também fazem parte Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium
microti, Mycobacterium africanum. Recentemente outras duas subespécies foram incluidas
dentro do complexo: Mycobacterium tuberculosis subsp. canetti, isolado na Africa e Europa (Van
Soolingen et al, 1997) e Mycobacterium tuberculosis subsp. caprae, isolada principalmente de

caprinos (Aranaz et al, 1999).

Varias caracteristicas e comportamentos da espécie M. tuberculosis explicam muitas
das questdes da histéria natural da doenca. O bacilo é classificado como aerébico estrito,
parasita intracelular facultativo, causador de patogenia intracelular, ndo formador de esporos
nem de capsulas, sem flagelos (imével), ndo produtor de toxinas. O envelope celular € complexo

e serve de protegao a acao de agentes quimicos, mas € susceptivel a agcdo de agentes fisicos,
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como calor, luz solar e radiagdo ultravioleta. Fora do organismo hospedeiro, o bacilo sé
consegue sobreviver no meio externo por algumas horas. Duplica-se em 18 a 48 horas,
dependendo da oferta de oxigénio, do pH do meio e dos nutrientes (Brennan and Nakaido, 1995;

Metchock et al, 1999).

Outra caracteristica do M. tuberculosis é apresentar dorméncia metabdlica,
permanecendo no interior do macréfago com metabolismo muito reduzido e sobrevivendo por
anos no organismo humano. O estado de dorméncia ou laténcia no qual os bacilos permanecem
dentro dos tecidos infectados reflete uma redugdo no metabolismo resultante da agdo da
resposta imune celular, que pode reprimir, mas nao erradicar a infeccao. Tal propriedade tem
um importante significado clinico, ja que a TB freqientemente representa a reativacdo de uma

infecgao antiga, subclinica, ocorrida ha varios anos (Chan and Kaufmann, 1994).

O genoma completo da cepa H37Rv de M. tuberculosis foi sequenciado. O DNA deste
organismo € composto de 4.411.529 pb, contém em torno de 4.000 genes, e um conteudo de
G+C de 65,5%, o qual é refletido na composi¢gdo dos aminoacidos das proteinas. Este genoma é
rico em DNA repetitivo, como as sequiéncias de insercéo (IS). O conteudo de G+C é constante
em todo o genoma, indicando provavel auséncia de transferéncia horizontal de genes envolvidos
com a patogenicidade. Varias regibes sao bastante ricas em G+C, correspondendo a
sequéncias pertencentes a grandes familias génicas, que incluem seqiéncias polimérficas ricas
em G+C (PGRSs). Uma caracteristica importante do M. tuberculosis é a grande capacidade
codificante do DNA micobacteriano ser direcionada a producdo de enzimas envolvidas na
lipdlise, e, duas novas familias de proteinas ricas em glicina com uma estrutura repetitiva que

pode representar uma fonte de variagcao antigénica (Cole et al, 1998).
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2.1.3. Transmissao

A principal forma de transmissao do bacilo da TB é de pessoa a pessoa e por via
respiratoria. Os pacientes considerados baciliferos constituem fonte de disseminacao da
doenga, pois eliminam goticulas de até 10 um de didmetro, contendo de 2 a 10 bacilos,
através da tosse e do espirro. Um paciente pulmonar bacilifero, se nao tratado, em um ano
pode infectar de 10 a 15 pessoas. As goticulas sdo estaveis e, quando eliminadas, ficam
em suspensao no ar por varias horas, podendo chegar aos alvéolos pulmonares onde se
multiplicam. As goticulas maiores com quantidades maiores de bacilos ndo constituem
fonte de infecgao, porque logo se depositam no solo, ndo formando aerossois e se forem
inalados ndo conseguem chegar aos alvéolos, sendo carregados para a orofaringe, sendo
deglutidos e expectorados. Os bacilos depositados em mucosas intactas ou na pele nédo

conseguem invadir o tecido (Bates, 1980; Stead and Dutt, 1989).

Alguns fatores determinam a probabilidade de transmissao da doencga, dentre eles
podemos citar: (i) as caracteristicas das fontes de infec¢cao, pacientes baciliferos e as

pessoas que coabitam com ele, levando-se em consideracdo que a concentracdo de

bacilos eliminada por uma pessoa é estimada em 102 a 104 de lesdes nodulares, mas

pode chegar a 107 a 108 de lesdes cavitarias (Canetti, 1965); (ii) a concentragdo de

bacilos no ar, determinada pelo volume do ambiente e sua ventilagdo; (iii) o tempo de
exposicao; e (iv) a condicdao imune da pessoa exposta (Smith and Moss, 1994). A
descoberta precoce dos doentes baciliferos entre os sintomaticos respiratérios e outros

grupos de risco e a introducdo de um tratamento antimicrobiano eficaz, além de curar o
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doente, reduzem a capacidade de transmiss&o e assim proporcionam a quebra da cadeia

epidemiologica da doenga (Trujillo and Kritski, 2000)

2.2. Tratamento

A interrupgao da cadeia de transmissao (pacientes baciliferos), pela quimioterapia, € uma
das principais formas de controlar a TB. A administracao do tratamento deve (i) combinar pelo
menos 3 farmacos, com acgdo sobre diferentes sitios de lesdo e sobre diferentes fases do
metabolismo bacteriano, para prevenir o desenvolvimento de resisténcia; (ii) ser realizada por
tempo prolongado, levando em consideragcdo os bacilos de crescimento lento (em torno de 20
horas) sua atividade metabdlica e a localizagao celular e, (iii) ser tomada regularmente para

manter as concentragdes necessarias sobre a populagao bacilar (Brasil, 1995; IUATLD, 2000).

A populagdo micobacteriana patogénica pode ser dividida em quatro componentes: (i)
com metabolismo ativo e crescimento rapido, em ambiente aerdbio; (i) com metabolismo
semidormente em ambiente intracelular acido (lisossomo), onde ha uma baixa concentragao de
oxigénio; (iii) com metabolismo semidormente em ambiente intracelular ndo acido (citoplasma);
e (iv) com metabolismo extracelular dormente. Esta ultima apresenta uma propriedade unica da
infeccdo micobacteriana, onde o microrganismo é capaz de sobreviver quiescente por anos ou

décadas (Mitchison, 1985; Gillespie, 2002).
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2.2.1. Farmacos Anti-TB

A partir da década de 30, varios farmacos foram testados para a TB, sem sucesso. Na
década de 40, o uso da estreptomicina (SM) proporcionou uma evolucao favoravel do tratamento
da TB. Algum tempo depois o acido p-aminosalicilico (PAS), necessario para evitar a selegao de
micobactéria resistente, passou a ser utilizado. Em 1952 a isoniazida (INH) foi disponibilizada, e
sendo um agente mais eficiente que a SM e PAS, tornou a TB curavel, na maioria dos pacientes.
Em 1965, a rifampicina (RMP) foi reconhecida como um potente farmaco anti-TB (Iseman, 1994;

Blanchard, 1996).

A acado dos farmacos contra micobactérias pode ser dividida em duas categorias: (i)
farmacos de amplo espectro que tem atividade contra micobactérias e muitas outras espécies
bacterianas: cicloserina, fluoroquinolonas, macrolideos, rifamicinas, estreptomicinas; (ii)
farmacos que tém espectro especifico, com atividade restrita a micobactérias, ou mesmo a
apenas espeécies micobacterianas: etionamida (ETH), INH, PAS, ciprofloxacina (CPM), etambutol
(EMB), pirazinamida (PZA), tiacetazona (TZ), e clofazimina (CFZ). A atividade especifica
antimicobacteriana pode também resultar da conversdo do farmaco inativo por mecanismos

especificos das micobactérias (Chopra and Brennan, 1998).

2.2.2. Esquemas Terapéuticos

Inimeros tipos de terapia ja foram utilizados ao longo dos anos no Brasil. Na década de
60, o tratamento era de 18 meses de duracéao e utilizava SM, INH, e PAS. Esse tratamento era
geralmente indicado para os pacientes que respondiam ao tratamento. Para os pacientes

crénicos foram definidos esquemas de 22 linha e de reserva, compostos pelo EMB, ETH, PZA,
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CPM e outros farmacos. Ainda na década de 60, mais precisamente em 1965, o Brasil reduziu o
tratamento para 3 meses de SM, INH e PAS, 6 meses de INH e PAS e 6 meses de INH. Para o
retratamento, 4 meses de EMB, PZA e ETH e 8 meses de ETH ou PZA. Em 1971, o esquema
terapéutico padronizado de 12 linha foi modificado, passando a ser 3 meses de SM, INHe TZe 9

meses de INH e T (Brasil, 2002).

Em 1979, o Brasil introduziu o esquema de curta duragao, utilizando RMP, INH e PZA, 2
meses e RMP e INH, por 4 meses. Esse esquema de curta duragdo, apesar de mais eficaz e
menos toéxico, era 20 vezes mais caro do que o anterior. Entretanto, seu uso, associado a uma
politica racional de reducdo de hospitalizagdes, trouxe economia significativa de recursos,
possibilitando sua implementacdo em todo o pais, de forma pioneira em todo o mundo
(Ruffino-Netto, 1999; Brasil, 2002). Somente em 1993, a OMS e a American Thoracic Society
(ATS), fizeram a recomendacao para uso mundial do esquema de curta duragdo (Iseman, 1993;

WHO, 1994).

O EMB, assim como a INH, RMP, SM é um farmaco com propriedade bactericida
extremamente importante nas terapias contra TB, pois atua inibindo o crescimento do
microrganismo. A esterilizacdo da populagdo bacilar semidormente em ambiente intracelular
acido, cujo pH é 5,5 (no interior dos lisossomos dos macréfagos) é conseguida pela acéo de
PZA. A RMP é mais ativa contra organismos semidormentes em meio ndo acido. Assim o
tratamento da TB deve ser feito sempre com associagdao de farmacos, evitando o
desenvolvimento de cepas resistentes, considerando que, numa populacao bacilar que infecta o
paciente, ha sempre uma proporcao desta populagdo que € naturalmente resistente aos
farmacos, por mutagcdes espontineas (Mitchison, 1985; Blanchard, 1996; Zhang and Telenti,

2000; Gillespie, 2002).
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De acordo com o Plano Nacional de Controle da Tuberculose/Manual de Normas (52
edicao, 2000), e mostrado na Tabela 1, hoje em dia no Brasil, o tratamento é padronizado e a
definicdo do esquema mais adequado é elaborado a partir da forma clinica, da idade e da histdria

de tratamento anterior e seu resultado.

Tabela 1. Esquemas de tratamento da TB utilizados no Brasil desde 1979

Esquemas de Tratamento da TB

Sem tratamento anterior, casos nows de 2 meses: RMP / INH / PZA

todas as formas exceto meningoencefalite Esquema 1 4 meses: RMP / INH

Com tratamento anterior, casos de
2 meses: RMP / INH / PZA

retratamento em recidivas ou retorno apés Esquema 1

4 meses: RMP / INH/ EMB
abandono do esquema 1 Reforgado
Meningoencefalite tuberculosa 2 meses: RMP / INH / PZA
Casos de meningite tuberculosa Esquema 2 7 meses: RMP / INH
Faléncia do esquema 1 ou esquema 1 3 meses: SM/ETH/ PZA
reforcado e casos de faléncia do 1, 1R ou 2 Esquema 3 9 meses: ETH/ EMB

30



Adaptado de Brasil, 2002

A medicacao é administrada diariamente e deve ser em uma Unica dose. O tratamento é
desenvolvido nos servigos de saude publica e a hospitalizagdo sera apenas em determinadas
situagdes, como meningoencefalite tuberculosa, indicagdes cirdrgicas e outras complicagdes
graves da doenca (Brasil, 1995; Brasil, 1997). Considera-se “sem tratamento anterior’ ou
“virgem de tratamento” (VT), os pacientes que nunca se submeteram a quimioterapia
antituberculose ou a fez por apenas 30 dias; “retratamento” é a prescricdo de um esquema de
farmacos para o doente ja tratado por mais de 30 dias € a menos de 5 anos, que venha a
necessitar de nova terapia por recidiva apds cura, retorno apés abandono ou por faléncia dos
esquemas 1 e esquema 1 reforgado (1R); “faléncia” é a persisténcia da positividade do escarro
ao final do tratamento ou os casos em que no inicio do tratamento sao fortemente positivos (++
ou +++) e mantém essa situacao até o 4° més de tratamento, ou aqueles que séo positivos no
inicio, tornam-se negativos e voltam a positivar a partir do 4° més de tratamento. Nos casos de
faléncia do esquema 3, os doentes sdo encaminhados para unidades de referencia para o
devido acompanhamento de regimes especiais, com esquemas de tratamento adequados de

farmacos alternativos (Brasil, 2002).

2.3- Resisténcia

2.3.1. Fatores Associados com o Desenvolvimento da Resisténcia

Os fatores que afetam negativamente o Programa de Controle da Tuberculose (PCT)

incluem a falta de um esquema terapéutico padronizado, a deficiéncia na sua implementagao e
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manutencao, escassez no fornecimento dos farmacos em areas com inadequados recursos ou
instabilidade politica. O uso de farmacos anti-TB de baixa qualidade é uma preocupagéao
adicional. O desenvolvimento de resisténcia pode envolver também uma escolha inapropriada do
esquema terapéutico, algumas vezes devido ao desconhecimento de um tratamento anterior,
pode levar a erros como prescricao de um unico farmaco. Outro fator importante é a ndo adesao
do paciente ao tratamento prescrito. A freqiéncia da resisténcia aos farmacos anti-TB é um
indicador da qualidade do PCT, pois evidencia a auséncia de um sistema organizado para
assegurar um rapido diagndstico, um tratamento eficiente e uma supervisdo dos casos de TB

(WHO,1997; Espinal, 2001).

De modo geral, os microrganismos vém desenvolvendo inUmeros mecanismos de
resisténcia que impossibilitam a agdo dos medicamentos. O entendimento destes mecanismos

torna-se fundamental para que este problema seja solucionado (Kenneth et al., 2003).

O rapido desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos € uma resposta
evolucionaria a pressdo seletiva dos antibidticos. Muitas bactérias possuem sistemas de
resisténcia bem caracterizados, alteragdes no alvo da droga ou em ativadores enziméticos,
mudangas na permeabilidade celular e geracdo de mecanismos de efluxo da droga sdo os

mecanismos mais comuns utilizados para adquirir resisténcia (Kenneth et al., 2003).

A membrana celular das micobactérias € considerada uma excelente barreira, visto
que € uma estrutura rica em acidos micdlicos os quais colaboram significativamente na baixa

permeabilidade da membrana.

Diferentes estratégias tem sido usadas pelo M. tuberculosis para desenvolver

resisténcia aos antibidticos: (i) mecanismos de “barreira”, redugéo de permeabilidade e bombas
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de efluxo, (ii) degradacdo ou inativacdo de enzimas e, (iii) modificacdo do “alvo” do farmaco

(mutagdes génicas).

A resisténcia pode ser classificada como adquirida, quando os bacilos adquirem
resisténcia durante o tratamento ou primaria, quando o paciente se infecta com bacilos
resistentes. A resisténcia a INH tem sido associada a mutagdes nos genes inhA e katG em 75%
dos casos (Blanchard, 1996; Musser et al., 1996) e as mutagdes localizadas no gene rpoB tém
sido responsaveis pela resisténcia a RIF em 94-98% dos isolados (Telenti et al., 1993; Cooksey
et al., 1997; Valim et al., 2000). Quanto a resisténcia a EMB, esta esta associada em 50-70%
com mutagdes no gene embB (Sreevatsan et al., 1997b, Telenti et al., 1997; Ramaswamy et al.,
2000), enquanto mutagdes no gene pncA, que codifica para a enzima pirazinamidase, tém sido
notadas e reportadas em 72-100% dos casos de resisténcia a PZA (Scorpio and Zhang, 1996;
Scorpio et al.,, 1997; Sreevatsan et al., 1997a). A resisténcia a SM vem sendo determinada,
predominantemente, por mutacées no gene rpsL, que codifica a proteina ribossémica S12.
Cerca de 70% dos isolados resistentes a SM possuem alteragdes neste gene (Finken et al.,
1993). Pouco se sabe sobre as bases moleculares da resisténcia as drogas de segunda linha no
tratamento da tuberculose (amicacina, capreomicina, canamicina, acido para-amino-salicilico,
etionamida, tiacetazona, cicloserina, viomicina e fluoroquinolonas (Campos, 1999). Um resumo

dos farmacos e seus respectivos alvos de agao pode ser visualizado na Tabela 2.

M. tuberculosis resistente as drogas utilizadas no tratamento da tuberculose cada
vez mais vem sendo reconhecido como um problema de saude publica no mundo (Espinal et al.,
2001). Consequentemente, a rapida identificacdo de cepas resistentes tornou-se um assunto

critico para muitos laboratérios. Ensaios de PCR juntamente com o seqlienciamento de DNA
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vém sendo desenvolvidos para detectar mutagbes em diversas regidbes do genoma de M.

tubeculosis que estdo associadas com o desenvolvimento de resisténcia (Murray et al., 2003).

2.3.2- Freqiiéncia de Mutacoes Espontidneas em M. tuberculosis

Taxa de mutacgao € o termo aplicado para estimar o numero de mutagdes por unidade de
tempo (por geracao) e considera se a mutagao foi favoravel, desfavoravel ou neutra. Frequéncia
de mutacdo mede os mutantes numa dada populagdo sem considerar o tempo em que esta
ocorreu durante a multiplicagcao celular. Assim, a freqiiéncia de mutantes é um corte transversal
na populagao bacteriana num determinado tempo e reflete ndo somente a taxa de mutagéo mas
também as condi¢gbes da populagédo bacteriana antes da mutacao ocorrer (Martinez & Baquero,

2000).

As mutagbes ocorrem espontaneamente e ao acaso, sendo portanto importante
conhecer a proporgado de mutantes que se espera obter numa populagéo de bacilos e a taxa de
mutacao para os farmacos usados no tratamento da tuberculose, para uma melhor interpretagao
dos testes laboratoriais de susceptibilidade.

Durante a infecgdo, nas cavidades pulmonares, a populagdo micobacteriana é de 107 a
109 bacilos (Canetti, 1965). As mutagdes genéticas do M. tuberculosis que levam a resisténcia a

RMP ocorrem numa taxa de 10-10 mutagdes por divisdo celular e levam a uma prevaléncia

estimada de 1 em cada 108 bacilos, em ambiente sem o farmaco. Portanto, a “resisténcia

genética” (mutagdes esponténeas) ocorre mesmo na auséncia da exposi¢ao antimicrobiana, é
diluida pela maioria das micobactérias sensiveis. A presenca de antimicrobianos fornece uma

pressao seletiva para os organismos resistentes tornarem-se predominantes, especialmente em
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pacientes com uma grande carga de bacilos, isto €, com uma extensa leséo cavitaria (WHO,

1997a).
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Tabela 2. Caracteristicas dos farmacos anti-TB usados nos esquemas terapéuticos de primeira
linha: atividade, mecanismos de agao e de resisténcia.

Farmaco/ Mecanismo Alvo *Taxa de Freqiiéncia Genes Funcao
Atividade molecular mutagdo de mutagiao envolvidos
de acao * %k
katG Conwersao
isoniazida inibicdo da  sintese do pro-farmaco
sintese de acido .
(1952) 4cidos micdlico 108 1em 106 inhA d f?lvo
bactericida micolicos 0 farmaco
bacilos ativos ahpC marcador
resisténcia
kasA alvo do farmaco
rifampicina
(1965) inibicdo da  subunidade
- transcrigcéo B da RNA )
bactericida polimerase 10-10 1em 108 rpoB alvo do
bacilos ativos, em farmaco
laténcia e com
crescimento
intermitente
o . acidificacao ~
pirazinamida do pncA Conwersao
(1970) citoplasma pro-farmaco
? "
bactericida ' 103 1em 108
bacilos em inibicdo da fasl alvo do
Ia.tenc.la e no S|r)te_se de farmaco
interior de acidos
macrofagos graxos
etambutol
(1968) inibigdo da  Polissacari-d 10°7 1 em 10° embA alvo do
e sintese do  eo da parede .
bacteriostatico, . farmaco
: . arabinogalac celular
bacilos ativos
tano
estreptomicina |n|b’|gao da rpsL alvo do farmaco
(1944) sintese .
. proteinas 108 1 em 107
. . protéica . .
bacilos ativos ribossomais .
rrs alvo do farmaco

36



Adaptacao das Tabelas apresentadas por Zhang & Telenti, 2000 e Coll, 2003. * taxa de mutagdo — mutagao
espontanea (bacilos por divisdo celular) * * freqUiéncia de mutagao — resisténcia natural (ambiente sem o
farmaco)

2.3.3- Mecanismos Moleculares da Resisténcia a Pirazinamida

A pirazinamida (PZA) (Figura 2) € um analogo estrutural da nicotinamida que foi
descoberto como agente anti-tuberculose em 1945 por Chorine. E um importante componente
no tratamento da TB, ja que possui atividade contra os bacilos semidormentes, localizados no
interior dos macroéfagos (Heifets et al., 1992; Morlock et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003). O
uso deste farmaco permitiu a redugéo do periodo de tratamento de 12 para 6 meses (Yeger et

al., 1952; Snider et al., 1982; Mitchison, 1985; Morlock et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003).

Figura 2- Estrutura da Pirazinamida
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Os fundamentos bioquimicos da agdo deste farmaco ainda n&o sao inteiramente
conhecidos, entretanto sabe-se que ocorre uma conversao da droga em acido pirazindico (POA)
por intermédio de uma enzima, a pirazinamidase (PZAase) e desta forma ocorre a agao
micobactericida (Figura 3) (Konno et al., 1967; Speirs et al., 1995; Zhang and Mitchison, 2003).
Recentemente, Zhang e colaboradores descreveram a atividade da PZA e do acido pirazinéico
sobre o potencial de membrana de M. tuberculosis. Os autores demonstram a inibicdo da
sintese de proteinas, bem como o rompimento do transporte e do potencial de membrana em pH

acido (Zhang et al., 2003).

Isolados resistentes a PZA sdo comumente definidos pelo teste de atividade da
PZAase (Konno et al., 1967). Inumeros estudos tém demonstrado a correlagao entre resisténcia
a PZA e baixos niveis desta enzima (Waine, 1974; McClatchy et al., 1981; Butler and Kilburn,

1983; Miller et al.,1995; Cheng et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003).

A agcdo da PZA é altamente especifica para o M. tuberculosis, tendo pouco ou
nenhum efeito com outras micobactérias, incluindo o M. bovis que demonstra um alto nivel de
resisténcia natural a este farmaco (Konno et al, 1959). A auséncia de atividade da
pirazinamidase em linhagens de M. bovis impede a transformagdo da PZA em 4&cido
piranozoéico, reforcando a hipotese de que se trata de uma pro-droga que necessita de uma
etapa de transformacao bioquimica para tornar-se ativa. Estudos in vitro comprovaram que

isolados de M. bovis, sao sensiveis ao acido piranozéico (Konno et al., 1967).

O gene que codifica a enzima PZAase, o pncA, foi identificado em M. tuberculosis
(Scorpio and Zhang, 1996) e contém 561 pb. O seqienciamento completo do genoma de M.
tuberculosis (Cole et al., 1998) demonstrou que o0 gene pncA estd localizado na posigao

(2288679...2289239), correspondendo a ORF Rv2043 no genoma desta micobactéria.

38



Estudos da seqiiéncia de DNA do gene pncA de cepas resistentes e sensiveis de M.
tuberculosis estabeleceram uma estreita associagéo entre mutagdes neste gene e a resisténcia
a PZA (Scorpio et al., 1997; Sreevatsan et al., 1997 a; Lemaitre et al., 1999; Martilla et al., 1999;
Mestdagh et al., 1999; Cheng et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003, Wade et al., 2004; Portugal
et al., 2004, Rodrigues et al., 2005). Estes estudos identificaram um grupo diverso de mutagdes
amplamente dispersadas por todo o gene. A maior parte € corresponde a mutagcdes missense,
porém insergcbes, delecbes e mutagbes na regido regulatéria também foram descritas

(Ramaswamy and Musser, 1998; Morlock et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003).

Para as cepas com baixo nivel de resisténcia esta sendo proposto a investigacao de
alteragdo nos mecanismos de captagao ou a relagao com algum sistema de bomba de efluxo

(Scorpio et al., 1997; Zhang and Mitchison, 2003).
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Figura 3- Desenho esquematico do mecanismo de ag¢do da PZA em M. tuberculosis. POA= acido

pirazindico, HPOA= POA protonado. (Baseado em Mitchson & Zhang, 2003).
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2.3.4- Mecanismos Moleculares de Resisténcia a Etambutol

O etambutol (EMB) (Figura 4) € um composto sintético denominado quimicamente
de dextro-etilenodiimino-di-1-butanol dihidrocloreto descrito por Thomas et al., em 1961, como
um farmaco que possui atividade antimicobacteriana. O EMB tem sido considerado um
antibiético de primeira linha no tratamento da tuberculose sendo também usado em infecgdes
com Mycobacterium avium, particularmente no caso de pacientes coinfectados com o HIV

(Sreevatsan et al., 1997 b; Ramaswamy et al., 2000; Rinder et al., 2001).

HO

Figura 4- Estrutura do Etambutol
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O esclarecimento dos mecanismos de acdo do EMB nas micobactérias € muito
recente (Figura 5). Apesar das diversas hipoteses sobre o mecanismo de acao deste farmaco,
sabe-se que ele atua especificamente sobre a biossintese da parede celular (Rastoggi et
al.,1990; Belanger et al., 1996; Alcaiade et al., 1997; Ramaswamy et al., 2000; Zhang and Telenti,
2000; Zhang et al., 2003), inibindo a polimerizagdo da arabinose de arabinogalactanos e de
lipoarabinomanoses, (Takayama and Kilburn, 1989 Deng et al., 1995; Mikusov et al., 1995; Zhang
et al., 2003) os quais servem de ligagao para os acidos micélicos presentes na parede celular de
M. tuberculosis e de outras micobactérias (Figura 5) (Khoo et al., 1996). Lee e colaboradores
sugeriram em 1995, que o principal alvo da droga era a enzima arabinosiltransferase, que tem a
funcao de incorporar acidos micolicos na parede (Telenti et al., 1997; Ramaswamy et al., 2000).
Esta enzima é uma proteina integral de membrana com 12 dominios transmembrana, onde as
principais alteragbes que determinam a resisténcia ocorrem numa regido localizada na alga

citoplasmatico de EmbB (Ramaswamy and Muser, 1998).

Sendo assim, o EMB tem a funcao de aumentar a permeabilidade da parede celular,
promovendo um acumulo de acido micdlico e finalmente a morte da célula (Figura 5)
(Ramaswamy et al., 2000). A partir desta inibicao Belanger et al (1996) observaram o acumulo

de uma substancia, o B-D-arabinofuronosil-1-monofosforil decaprenol (DPA), e classificaram-na

como um elemento intermediario (doador de arabinosil) na biossintese de arabinose.

A arabinosiltransferase é codificada pelo operon embCAB localizado no genoma de
M. tuberculosis nas posi¢cdes 4239860 — 4249807, ORFs Rv3793, Rv3794 e Rv3795 (Cole et al,.
1998). Este operon (10 Kb) compreende 3 genes que codificam as enzimas designadas embC,

embA e embB (Telenti et al.,1997; Ramaswamy et al., 2000). As bases genéticas para a
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resisténcia ao EMB comecaram a ser esclarecidas por experimentos de superexpressao da
arabinosiltransferase utilizando-se um vetor plasmidial. Estudos baseados no seqliienciamento
do operon embCAB de M. tuberculosis demonstraram a ocorréncia de mutagdes nesta regiao,
que podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia destes organismos a EMB
(Sreevatsan et al, 1997b; Ramaswamy et al, 2000). Mutagcdes no gene embB, mais
especificamente no cdédon 306, uma regido conservada que codifica uma metionina, parece ser
a maior responsavel por resisténcia ao etambutol observada em M. tuberculosis (Telenti et al.,
1997b; Sreevatsan et al., 1997 b; Alcaide et al., 1997 Ramaswamy et al., 2000; Rinder et al.,

2001, Zhang et al., 2003).

Ramaswamy et al. (2000) identificaram polimorfismos em cepas resistentes a EMB
em varias posi¢gdes do operon embCAB sendo a maioria localizada no gene embB. Os autores
concluiram que este gene pode apresentar mutagdes em multiplos cédons que resultam em
dois, trés ou quatro aminoacidos diferentes na proteina EmbB. Apesar de encontrarem 11
mutagdes em codons diferentes, as mais freqientes foram demonstradas no cédon 306 de

embB.
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Figura 5- Desenho esquematico do mecanismo de agdo do EMB em M. tubeculosis
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2.4 - Testes disponiveis para detecg¢ao de resisténcia

O teste da sensibilidade da micobactéria as drogas anti-tuberculose, tanto pode ser feito
para fornecer informacgdées Uteis para a definicdo do esquema terapéutico de um individuo, como
para o planejamento das estratégias de tratamento em larga escala. Além disso, o
monitoramento da resisténcia € um importante indicador da efetividade de um programa de
controle da tuberculose. Ha trés métodos classicos para testar a susceptibilidade do bacilo
tuberculoso as drogas no meio Léwenstein Jensen (LJ): o da concentracao absoluta, o da razéo
de resisténcia e o das propor¢des. O teste de sensibilidade as drogas mais utilizado e confiavel
para a identificacdo de bacilos resistentes tem sido o método das propor¢cdes (Canetti et al.,
1963), que necessita da cultura do bacilo, sendo, portanto, bastante demorado (oito a dez

semanas apoés o isolamento da bactéria) (Bergman and Woods.et al., 1998).

Porém, outros métodos podem ser utilizados para a detecgao de resisténcia em M.
tuberculosis, considerando que existem técnicas classificadas como padrdo e que sdo mais
amplamente usadas nos laboratérios. Podemos classificar os testes em 2 tipos: fenotipicos e

genotipicos.

Todas as metodologias fenotipicas estdo sendo utilizadas de alguma maneira no
Brasil, sendo que algumas estao na fase de validagdo e outras, por sua vez, ja podem ser
utilizadas como rotina num laboratdrio de bacteriologia da tuberculose. Contudo, é importante
lembrar que o método das proporcdes € o recomendado e que as demais metodologias podem

ser realizadas paralelamente. Em relagdo aos métodos semi-automatizados, ainda sao
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necessarios estudos de custo efetividade para avaliar a aplicabilidade dos mesmos no sistema

de saude publica.

As metodologias genotipicas apesar de sofisticadas ndo podem ser utilizadas de
modo isolado no diagnéstico de um laboratério de rotina, pois sempre € necessario realizar o
método das proporcdes em paralelo. Contudo, o uso de técnicas de biologia molecular
proporciona resultados que possibilitam maior rapidez para iniciar o tratamento diminuindo a
morbidade e mortalidade e também evitando a disseminagcdo de cepas resistentes no meio

ambiente.

2.4.1- Metodologias fenotipicas

A resisténcia pode ser definida como a diminuigao, in vitro, da susceptibilidade do M.
tuberculosis, em relagao a cada farmaco (Heifts, 2000), comparada com a cepa selvagem (que
nunca teve contato com o farmaco). Para que dados referentes a resisténcia, em estudos
epidemioldgicos, sejam considerados validos, € preciso que os testes de laboratério estejam
padronizados quanto aos meios de cultura e as condicdes de realizacdo destes testes, assim
como a expressao dos resultados (Canetti et al, 1963). Ha um esforgo para que os laboratérios
que realizam testes de susceptibilidade fagam parte de uma rede mundial, 0 que assegura a

qualidade dos resultados (WHO, 1997b; Lazlo et al, 1997).

A seguir serdo apresentados alguns dos métodos existentes para se detectar M.

tuberculosis resistentes.

Método das Proporgdes: padronizado por Canetti em 1963, € um método manual,

que consiste em detectar a proporcéo de bacilos resistentes presentes em uma amostra de M.
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tuberculosis frente a uma concentracao do farmaco que é capaz de inibir o desenvolvimento das
células sensiveis, mas nao as células resistentes, a concentragao critica (Tabela 3). A cultura é
feita no meio sdlido LJ a base de ovo. No Brasil esta é a metodologia recomendada pelo
Ministério da Saude para ser utilizada na rotina dos laboratérios de Bacteriologia da Tuberculose.
Esta metodologia é sensivel, de baixo custo, porém fornece resultados somente depois de 60

dias, e é considerada “padréo ouro” para detecg¢ao de resisténcia em M. tuberculosis.

Tabela 3- Concentragao critica das drogas empregada no teste de susceptibilidade de MTB e
proporcgao critica de mutantes resistentes

Farmaco Concentragao (ug/ml) Proporgdes (%)
Isoniazida (INH) 0,2 1,0
Rifampicina (RMP) 40,0 1,0
Pirazinamida (PZA) 100,0 10,0
Estreptomicina (SM) 4,0 10,0
Etambutol (EMB) 2,0 1,0
Etionamida (ETH) 20,0 10,0

BACTEC 460:, disponibilizado no mercado na década de 80 pela empresa Becton

and Dickinson Instuments System, o aparelho detecta CO2 radioativo liberado pela utilizagao de

c14 do acido palmitico, presente no meio de cultura liquido a base Agar (7TH12A e 7H12B),

consumido pela micobactéria. Esta metodologia € sensivel e fornece resultados em até 14 dias,
porém utiliza material radioativo (de dificil descarte), € onerosa e depende de um aparelho

importado. O método apresenta entre 95 a 97% de concordancia com o método das proporcdes.
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No Brasil este aparelho ja esta sendo utilizado (Siddigi et. al., 1981; Cornfield et. al.; 1997,

Barreto et. al., 2002).

BACTEC-MGIT 960: disponibilizado recentemente no mercado pela empresa
Becton and Dickinson Instuments System, é um aparelho mais moderno que nao utiliza material
radioativo, pois o meio de cultura a base de Agar (7H12A e 7H12B) é feito com composto
fluorescente. Apos 14 dias o crescimento do microrganismo € visualizado por
espectrofotometria. A metodologia é sensivel, porém onerosa e depende de aparelho importado
além de encontrar-se em fase de validagao (Pyffer et. al., 1999; Tortoli et. al., 2002, Koskela et

al., 2003).

MODS (Microscopic Observation Broth Drug Sesceptibility Assay). metodologia
manual realizada em meio liquido (7H9) em microplacas, que depois de 10 dias podem ser
observadas no microscaopio invertido com filtro para campo escuro para visualizar o fator corda
formado pela micobactéria. E uma metodologia simples, facil de ser implantada num laboratério.
Esta metodologia esta sendo testada no Brasil para validagcdo (Caviedes et. al., 2000, Park et al.,

2002).

D29-PhaB Assay: Metodologia manual realizada em meio liquido (7H9). Baseia-se
na capacidade do micobacteriéfago (fago) de infectar as células, quando a micobactéria é
resistente aos farmacos. Quando o fago infecta as células ele consegue lisar a parede celular
detectando resisténcia. E uma metodologia trabalhosa, que requer muita paciéncia e habilidade.

No Brasil esta sendo testada para validagao (Mcnemey, 1999, Gali et al., 2003).

Método de deteccdo de microcoldnias-Thin Layer: metodologia que utiliza meio

solido a base de Agar (7H11) em placas de Petri., onde € inoculada a cultura de micobactéria.
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Depois de 10 dias as microcoldonias sdo observadas no microscopio comum. Este método é

rapido e facil de ser realizado, no Brasil esta sendo testado para validagao (Mejia et. al., 1999).

E-Test-Epslon: metodologia quantitativa da concentragao inibitéria minima (MIC) das
drogas. E uma metodologia manual, que utiliza meio sélido a base de Agar (7H11) e fitas
impregnadas com um gradiente de concentragdo de droga. Depois de 5 a 7 dias, a leitura é feita
através da elipse formada no meio de cultura. Este método é facil, mas as fitas sdo importadas o
que o torna caro. O teste vem se mostrando reprodutivel e de facil execugcao (Hazbon et al.,

2000, Feixo et al., 2002).

MIC: metodologia quantitativa da concentragdo inibitéria minima (MIC) da droga
também pode ser realizada em microplacas, utilizando meio liquido a base de Agar (7H9), onde
a visualizacao do resultado se da através da utilizacao de um corante que pode ser Alamar Blue
ou Brometo de tetrazolium (MTT). Esta metodologia € manual e trabalhosa, pois é necessario o
uso de corantes importados. No Brasil esta sendo testada para validacao (Mshana et. al.,1998,

Palomino and Portaels, 1999;).

2.4.2- Metodologias genotipicas

Sao0 metodologias baseadas na deteccdo de resisténcia utilizando o DNA da
micobactéria (Palomino, 2000). Nos ultimos anos a genética, bem como a biologia molecular
tem sido ferramentas importantes para o estudo dos microrganismos, assim como o estudo da
resisténcia aos farmacos. O estudo dos mecanismos moleculares de resisténcia aos agentes
antimicrobianos tem como resultados o desenvolvimento de alguns ensaios de genotipagem

rapida para deteccao de resisténcia aos farmacos.
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Para a realizagao destes experimentos a estratégia principal tem sido a amplificagéo
enzimatica de uma regiao especifica do genoma do M. tuberculosis e a analise do produto
amplificado para determinar mutacdes que podem resultar em resisténcia aos farmacos, através

de varias metodologias que ja estdo sendo utilizadas pelo Brasil.

Seqiienciamento: metodologia que analisa todos os nucleotideos da regidao de DNA
especifica escolhida do genoma. Por esta andlise e comparac¢ao da sequéncia do gene de uma
cepa selvagem com a de uma cepa resistente é possivel identificar mutagcdes na cepa resistente
que podem estar relacionadas com a resisténcia a determinado farmaco. E uma metodologia
muito sensivel, eficaz e confiavel e é considerada “padrao-ouro” quando se trata de diagnéstico
por técnicas de biologia molecular. Entretanto, € extremamente onerosa, pois utiliza aparelhos
importados de altissimo custo. Esta metodologia esta disponivel no Brasil somente em

laboratérios de pesquisa e/ou de referéncia (Soini and Musser, 2001).

PCR-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism): a metodologia utiliza a
analise do produto de amplificacdo da regidao de DNA de interesse do genoma da micobactéria
num gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata. O padrao das bandas que aparece neste
gel permite a identificagdo de alteracdes nas regides genémicas amplificadas, que levam a
mudancas conformacionais e diferencas no comportamento durante a eletroforese. A
identificacdo dos genes envolvidos com a resisténcia é possivel pela analise comparativa dos
padrdes observados na cepa selvagem e na cepa resistente. Este método também é rapido (24
horas) e facil de analisar. Entretanto, esta metodologia utiliza reagentes téxicos e nao fornece

um resultado preciso e confiavel (Telenti et. al., 1993a).

DNA-Microarrays: metodologia baseada na analise de regides mutadas através de
um padrao estabelecido por um chip de DNA. O sistema é composto de uma matriz com varias
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sondas de DNA fixadas, que posteriormente serdo hibridizadas e analisadas. A visualizagéo do
resultado se da através de uma combinacao de cores que indica o que estda mutado e o que tem
padrao selvagem. Este método € rapido e eficiente, porém requer um pessoal experiente, e tem
alto custo devido ao equipamento importado. Este teste ainda nao foi validado (Gingeras et. al.,

1998; Kivi et. al., 2002).
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3- JUSTIFICATIVADO ESTUDO

O Laboratdrio Central do Rio Grande do Sul (LACEN/RS) juntamente com o Centro
de Biotecnologia da UFRGS vem desenvolvendo trabalhos visando o estabelecimento de novas
metodologias para o diagnostico da tuberculose. Esta colaboragao possibilitou até o0 momento a
implantacdo de um método diagndstico para deteccdo de tuberculose causada por M.
tuberculosis (Rossetti et al., 1997) e por M. avium (Rodrigues et al., 2002), os quais vém sendo

amplamente utilizados na rede de saude publica.

Trabalhos baseados em caracterizagao de alteragbes gendmicas de M. tuberculosis
que estdo envolvidas na resisténcia deste organismo as drogas, mais especificamente
rifampicina (RIF) (Valim et al., 2000), isoniazida (INH) (Silva, et al., 2003) e pirazinamida
(Rodrigues et al., 2005) também vém sendo desenvolvidos no LACEN/RS visando beneficiar os

programas de controle da tuberculose.

Sendo assim, com o aumento da transmissao ativa de linhagens de M. tuberculosis
resistentes as drogas, tanto no Rio Grande do Sul quanto em outras regides do Brasil, e,
buscando dar continuidade aos avancos até aqui obtidos, fez-se necessario um estudo relativo a

resisténcia de M. tuberculosis a pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB).

Sabe-se até o momento que existem genes especificos que, possivelmente sejam
alvos de alteragdes e podem proporcionar resisténcia em M. tuberculosis, no entanto ainda nao
se tém relatos do tipo e da freqléncia destas mutacdes nos isolados do nosso Estado e de

outros locais do Brasil.

Apos este estudo, sera possivel avaliar a ocorréncia das mutagbes nos genes

especificos e inferir sobre a possivel interferéncia das mesmas nos mecanismos relacionados
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com a resisténcia a essas drogas. Conhecendo melhor os isolados de nosso pais, poderemos
fornecer informagdes para o desenvolvimento de um melhor método de deteccao da resisténcia.
Este método, depois de adequadamente testado podera colaborar de forma decisiva nos

programas de controle da tuberculose.
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4-OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo identificar mutagdes nos genes pncA e embB de M.
tuberculosis relacionadas com a resisténcia a pirazinamida e/ou etambutol, respectivamente,
bem como determinar a freqiiéncia destas mutagdes nos isolados resistentes a estas drogas
provenientes dos Estados do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo. Desta forma, sera possivel o
desenvolvimento de novas estratégias para caracterizagao de resisténcia e a orientacdo de uma
terapia mais eficaz aos pacientes, bem como conhecer mais sobre 0os mecanismos que
conferem resisténcia ao M. tuberculosis em cada regido geografica, contribuindo para o

mapeamento da resisténcia no Brasil e no mundo.
4.1-Objetivos especificos

- Analisar regides do genoma ja caracterizadas como possiveis responsaveis pela resisténcia a
pirazinamida (pncA) e etambutol (embB) em M. tuberculosis isolados no Rio Grande do Sul e

Séao Paulo.

- Investigar outras possiveis alteragdes moleculares relacionadas com a resisténcia aos

antituberculostaticos mencionados.

- Comparar a existéncia de mutagcdes no gene embB com as CMis de EMB encontradas em

isolados resistentes.

- Comparar a existéncia de mutagdes no gene pncA com a atividade da pirazinamidase nos

isolados resistentes a pirazinamida.
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- Verificar a relagdo entre os isolados que possuem a mesma alteragdo génica através das

técnicas de spoligotyping e Double-Repetitive-Element PCR (DRE-PCR).
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5- MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para a identificagéo das alteragdes nos genes pncA e embB
de M. tuberculosis envolveu varias etapas. As mesmas encontram-se esquematizadas no

fluxograma de trabalho (Anexo1).

5.1- Local de desenvolvimento do estudo

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CDCT da Fundagdo Estadual de Producédo e
Pesquisa em Saude do Estado do Rio Grande do Sul — FEPPS, em Porto Alegre; € no Centro de
Biotecnologia do Estado do RS da Universidade Federal do Rio Grande do Sul UFRGS. Também

houve colaboragao do Laboratdério de Tuberculose do Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo.

5.2- Selecdo da amostra

Os isolados utilizados neste estudo foram selecionados de acordo com a
disponibilidade e viabilidade da cultura dos mesmos. A amostragem contou com isolados de M.
tuberculosis pertencentes ao Laboratério de Bacteriologia da Tuberculose do LACEN/RS e do

Laboratdério de Tuberculose do Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo.
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5.3- Critérios de Inclusao

As cepas foram isoladas de cultura de amostras clinicas, com identificagdo
bioquimica compativel com M. tuberculosis e resistentes a pirazinamida e/ou etambutol por 2

tipos de Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA).

Os isolados do RS foram identificados pelo método das propor¢des (Canetti, 1963),
enquanto os provenientes do Estado de SP foram isoladas pelo método denominado Resistance
Ratio (Collins, et al., 1997). Cerca de 10 isolados sensiveis a todas as drogas, de cada Estado,

foram incluidos como controle.

5.4- Numero amostral

O estudo analisou uma amostragem de 117 isolados de M. tuberculosis resistentes a

PZA e/ou EMB, sendo 42 destes provenientes do Rio Grande do Sul e 75 de Sao Paulo.

Tabela 4. Perfil de susceptibilidade dos isolados de M. tuberculosis determinado pelos testes

convencionais

Susceptibilidade Numero de isolados

Sensiveis a PZA e EMB 38 (19 PZA e 19 EMB)
Resistentes a PZA 40
Resistentes a EMB 39
TOTAL 117
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5.5- Amostras clinicas e cultura de M. tuberculosis

As amostras clinicas utilizadas para culturas de M. tuberculosis foram colhidas nos
Laboratérios Regionais de Saude Publica, e nos Centros de Saude de Referéncia para
tuberculose de Porto Alegre e de Sdo Paulo. Este material foi cultivado em meio Léwenstein

Jensen e incubado a 37°C de 4 a 6 semanas. Os testes convencionais de sensibilidade foram

realizados conforme descrito no Manual de Bacteriologia da Tuberculose (1995).

5.6- Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Para os isolados do Estado do Rio Grande do Sul tiveram seu perfil de resisténcia
determinado apds o cultivo primario ser submetido ao TSA pelo Método das Proporgdes
padronizado por Canetti (1963). Para este método foram utilizados os seguintes farmacos:
rifampicina (40ug/ml), isoniazida (0,2ug/ml), estreptomicina (4ug/ml), etambutol (2ug/ml),
pirazinamida (100ug/ml) e etionamida (20ug/ml). Foram utilizadas as propor¢bes criticas da
populagéo bacteriana indicadoras de resisténcia: em isoniazida (INH) 1%, rifampicina (RMP) 1%,

estreptomicina (SM) 10%, etambutol (EMB) 1%, etionamida (ETH) 10% e pirazinamida (PZA)

10%.

Os isolados provenientes de Sao Paulo, o perfil de resisténcia foi determinado pelo
Método da Taxa de Resisténcia (Resistance Ratio) padronizado por Collins et al.(1997). Este
método compara a resisténcia dos isolados de pacientes com uma cepa padrao de laboratério.

Sao feitos conjuntos de tubos com meio apropriado, contendo diluicdes dobradas da droga onde
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sao inoculados tanto o isolado desconhecido (do paciente), quanto o conhecido (da cepa padrao)

e espera-se o crescimento do bacilo.

A resisténcia € expressa pela relagcdo da concentragao inibitéria minima (CMI) do

teste (o paciente) dividida pelo CMI das cepas padrao sensivel.

5.7- Determinagao da concentragao inibitéria minima (CMI)

A concentragao inibitéria minima (CMI) do etambutol para o crescimento de M.

tuberculosis foi estabelecida usando microplacas, meio liquido e indicador redox de viabilidade
celular (Alamar BIueTM). Os procedimentos utilizados seguiram a adaptacao das técnicas

propostas por Franzblau et al (1998); Palomino and Portaels, (1999) e Caviedes et al. (2002).
Isolados com CMI maior ou igual & 2ug/ml foram considerados resistentes a EMB e abaixo deste

valor, sensiveis.

O teste de CMI para PZA nao foi realizado, sendo estes isolados classificados como

resistentes através do teste de atividade da pirazinamidase.

5.8- Teste de atividade da pirazinamidase

A atividade da pirazinamidase foi avaliada conforme protocolo proposto por Wayne
and Doubek (1968). O teste tem o propdsito de discriminar cepas de M. tuberculosis resistentes

e sensiveis a PZA através de um anel rosado ou vermelho que se forma na superficie do agar no

60



caso da cepa estar com a enzima ativa. A ndo atividade da enzima inabilita 0o organismo de

converter PZA em &acido pirazinéico (POA), considerado toxico para a bactéria.

A enzima pirazinamidase hidrolisa a pirazinamida para amonia e acido pirazindico, o
qual pode ser detectado pela adicdo de sulfato ferroso de amoénia. Este teste € mais usado para
separar M. marinum de M. kansasii e M. bovis de M. tuberculosis. O mecanismo de resisténcia
a PZA de M. tuberculosis inabilita o organismo de produzir acido pirazindico, o qual
assumidamente é o componente ativo da PZA. A pirazinamidase negativa sugere a resisténcia

da micobactéria a PZA.

5.9- Extracdo de DNA

A partir de cepas de M. tuberculosis, isoladas por cultura, foi realizada a extragdo do
DNA conforme técnica descrita por van Soolingen et al. (1994). Neste processo a massa
bacteriana (uma algada) era transferida para um tubo de microcentrifuga com 400 uL de TE 1Xe
em seguida colocada em banho-maria a 80°C por 20 min para matar todas as células. A lise
bacteriana foi realizada através da adicdo de 50 L de lisozima a 10 mg/mL seguida da agitagéo
em agitador automatico do tipo vortex e incubagao durante a noite a 37°C seguindo da adigao de
75 uL de uma solugcédo de SDS 10%/Proteinase K e incubagdo em banho-maria a 65°C por 10
min. Foram adicionados 100 uL de NaCl 5M e 100 uL de CTAB 10%/NaCl 4% (solugao
pré-aquecida a 65°C) a mistura foi agitada novamente e incubada em banho-maria a 65°C por 10
min. Nesta etapa a mistura assumiu uma forma leitosa, onde foi adicionado 750 uL da solugéo

de cloroférmio alcool isoamilico 24:1 seguido de homogeneizacéo e centrifugagdo por 5 min a

12.000 g. Depois da centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
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microcentrifuga, e 0,6 volumes de isopropanol foi adicionado, para que houvesse a precipitagcdo
dos acidos nucléicos. Este conteudo foi incubado a —20°C por 30 min. Apds a incubagéao foi
realizada uma nova centrifugacdo de 15 min a 12.000 g, onde o sobrenadante foi removido e
adicionado de 1 mL de etanol 70% gelado para lavagem do residuo de DNA. Uma segunda
centrifugagdo de 5 min a 12.000 g foi feita, o etanol novamente removido, e o DNA submetido a

secagem por 30 min a temperatura ambiente. Depois de seco, foram adicionados 30 uL de TE

1X. O DNA extraido foi mantido a 4°C pelo menos por dois dias para suspensao completa e em
seguida estocado a —20°C. O produto da extragao foi analisado em gel de agarose 0,8% corado

com brometo de etidio (EtBr) e visualizado em transilunimador U.V.

5.10- Amplificagdo dos genes de interesse

As principais alteragdes moleculares descritas para a regido do gene embB e para o
gene pncA, relacionadas com a resisténcia ao etambutol e a pirazinamida respectivamente,

foram analisadas por sequienciamento automatico.

As seqléncias selecionadas primers basearam-se nas regides génicas identificadas
como responsaveis pela resisténcia a PZA e EMB. A reacido de PCR para amplificar seqiéncias
de DNA de isolados de M. tuberculosis resistentes a pirazinamida foi realizada com base nos
primers descritos por Scorpio et al., 1997. Para os isolados resistentes a etambutol, os primers

seguiram as sequéncias descritas por Ramaswamy et al. (2000).

5.10.1- Primers utilizados
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Para determinar a sequéncia do gene pncA, foram amplificadas duas regides que
perfazem um total de 720 pb. Dois pares de primers foram utilizados para a amplificacao destas
regides. Os denominados por P1-F e P1-R, amplificam um fragmento de 380 pb, que inicia 80 pb
upstream do codon de iniciacdo e termina no cédon 90. Este fragmento contém a regido
promotora do gene. Um segundo fragmento (350 pb) foi amplificado pelos primers P2-F e P2-R
iniciando no cédon 84 do gene pncA e terminando 70 pb downstream do cédon de terminagao do

gene (Scorpio et al., 1997), (Figura 6).

P1-F (5'- GTC GGT CAT GTT CGC GAT CG-3))
P1-R (5'- GAT TGC CGACGT GTC CAG AC -3)
P2-F (5'- GTC TGG ACACGT CGG CAATC -3))
P2-R (5-GCTTTG CGG CGAGCG CTC CA-3)

Para determinar a sequéncia do gene embB, foram utilizados primers internos ao
gene que amplificam uma regido de 803 pb onde podem ser encontrados os cédons com maior

frequéncia de mutagdes (Ramaswamy et al., 2000) (Figura 6).

E1-F (5-GGTGCGCGCCATGCCACC-3))
E1-R (5-GGATGCGCCTGCCAGACC-3))
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Gene embB de M. tuberculosis (803 pb)

7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981

GCCGTGCGAC
CAAGCAAGGC
GGACGTCACC
GCAGTGTCAA
GCTCAAGGAC
GCAGATTGTC
GGCGACCATC
CGGGGCGATC
CGGGCGGGGL
CGGCATGCGC
GATATTCGGC
CCTGGGCATG
CGGCAGCCCG
CAGCGACGCC

mam m

GTGGTGCGCG
AAGGACGCCA
GACCGCAACG
CGCATCGAGG
CCGTCGGGCG
GGGGTGTTCA
GACACCCGGT
GTGGCCACCG
TCAATTGCCC
CGGCTGATTC
TTCCTGCTCT
GCCCGAGTCG
GAGGATCCCT
AGTCTGTGGA

CCATGCCACC
ATTTGCAGGC
TGGTGATCTT
TCACCTCTAC
CGCCGCTGCG
CCGACCTGAC
TCTCCACCCG
TCGTCGCACT
AGCTCCTCCT
CGGCAAGCTG
GGCATGTCAT
CCGACCACGC
TCGGCTGGTA
TGCGCCTGCC

CGCGGGLCGGG
GTTGTTCGTC
GTCCGTGCCG
CCACGCCGGC
CAGCGGCTTC
CGGGCCCGCG
GCCGACCACG
GATCGCGTTG
CAGGCCGTTC
GCGCACCTTC
CGGCGCGAAT
CGGCTACATG
TTACAACCTG
AGACCTGGCC

<+— EI-R

Gene pncA de M. tuberculosis (561 pb)

61
121
181

241

301
361
421
481
541

GTGGTGCTGG
GTCGTCAGCG
CGCGAGCAGG
ACCTTCGCCA
CCCGACCCCA
CCGCCCGGGEL
CTGAAACTGC
TGGCGCCTGG
CGGCCTGCAT
ACCCTGACCG
TCGTCGGACG
TCCAACTATT
CTGGCGCTGA

PlF80 pb

GCACCGCACC
CCCAGCGCGT
TGACGTCCCC
ACTTCGTCGG
ACCTGCGCCC
TGGCGGTCTC
TGGCGATCAT
ACCAGTTGGA
CGTCGCCGGG
ACGCCGTGGT
ACGGCTACAT
TCCGCTGGTT
TGACCCATGT

upstream

GTCGGTCATGTTCGCGATCG’

<

ATGCGGGCGT
GTAACCGGTG
TACCATCACG
ACACCGGACT

TTCCATCCCA

GGAGCGTACA
CGGCAACGCG
CAGACGGCCG
GCGGGTGTGT
GAGTTGGTTT

TGATCATCGT
GCGCCGCGCT
TCGTGGCAAC
ATTCCTCGTC

GTCTGGACAC
P2F —P

GCGGCTTCGA
GCGTCGATGA
AGGACGCGGT
CGGCCGATAC
GCAGCTCCTG

CGACGTGCAG AACGACTTCT
GGCCCGCGCC ATCAGCGACT

CAAGGACTTC
GTGGCCACCG

<4— P1R

GTCGGCAATC

AGGAGTCGAC
GGTCGATGTG
ACGCAATGGC
CACCGTCGCC
ATGGCACCGC

CACATCGACC
CATTGCGTCA

GAGGCGGTGT

GAGAACGGCA
GTCGGTATTG
TTGGCCACCA
GCGCTGGAGG

GCGAGGGTGG
ACCTGGCCGA
CGGGTGACCA
GCGGTACTCC

TCTACAAGGG

CGCCACTGCT
CCACCGATCA
GGGTGCTGGT
AGATGCGCAC

-

CTCGCTGGCG
AGCGGCGGAC
CTTCTCCGGC
CGGCGCGGAC

TGCCTACACC

GAATTGGCTG
TTGTGTGCGC
GGACCTGACA
CGCCAGCGTC

ccancc

GCTTTGCGGCGAGCGCTCCA
70 pb downstream P2R
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Figura 6- Posicionamento dos primers utilizados na amplificagdo do gene pncA e do fragmento do

gene embB.

5.10.2- Condigcées da PCR

Amplificagdao do gene pncA - Os fragmentos foram amplificados em uma reagéo

contendo: 3,0 mM MgClp, 200 mM dNTPs, 2,5U Taq DNA polimerase, 40 pmol de cada primer e

60 ng de DNA, em um volume total de 100 pl.

Amplificagdao do gene embB - Este fragmento foi amplificado em uma reagdo com

3,0 mM MgClp, 200 mM dNTPs, 2,5U Taq DNA polimerase, 10 ul de PCRx Enhancer Solution

(melhorador da reacao), 40 pmol de primers e 100 ng de DNA em um volume total de 100 pl.

Todas as amplificagbes foram realizadas em um termociclador obedecendo as

seguintes temperaturas e tempos:

pncA embB

1 min -95°C 1X 3min -94°C 1X
1 min -95°C 1min -94°C

1 min -68 °C 30X 1 min -68 °C 30 X
1min -72°C 1min -72°C

5min -72°C 1X

66



5.11- Analise dos fragmentos amplificados

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado

com 5ug/mL de brometo de etideo (EtBr) e exposto a um transiluminador UV.

5.12- Purificagdo dos fragmentos amplificados

Os fragmentos obtidos apds a amplificacdo por PCR foram purificados seguindo o
protocolo do kit MicroSpin ™ S-300 HR Columns (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,

USA).

5.13- Seqlienciamento automatico

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, purificados

com MicroSpin ™ S-300 HR Columns e posteriormente seqlienciados em um sequlenciador
automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) usando Big Dye™ Terminator Cycle

Sequencing Kit com AmpliTag® DNA polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). E

importante ressaltar que as regides de interesse de cada isolado de M. tuberculosis foram

amplificadas e sequenciadas pelo menos 3 vezes para confirmagao da sequéncia correta.

As reagdes de sequenciamento foram feitas com 3 ul de tampé&o 5X preparado com:

2 mL de Tris-HCI 1 M ajustado para pH 9,0 e 1 mL de MgCly 50 mM em volume final de 10 mL, 2

ul de BigDye, 3,2 pmol de primer e 100 ng — 150 ng de DNA purificado, com volume final de 20 yl,
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em um termociclador obedecendo as seguintes temperaturas e tempos: 10 sega 95 °C, 5seg a

50°C e 3 min a 60°C por 25 ciclos.

5.13.1- Precipitagdo dos produtos para seqiienciamento

Foram adicionados 80 pl de isopropanol 75% ao produto gerado apds a reagéo de

sequenciamento, esta mistura foi incubada por 15 min a temperatura ambiente e centrifugada

por 30 min a 14.000 g. O sobrenadante foi desprezado e no tubo eram adicionados 200 ul de

etanol 70%, foi feita uma agitagéo de 3-5 seg e ap6s foi feita centrifugagdo novamente por 5 min
a 14.000 g. O sobrenadante foi retirado e o os tubos submetidos a secagem em um bloco
quente por 2 min a 90°C. Apds a secagem, os tubos permaneciam a -20°C por pelo menos 24

horas. A eluicdo do produto foi feita com 10 ul de formamida.

5.13.2- Anaélise das seqliéncias

Os resultados foram analisados através do programa CHROMAS “versdo 1.45" e

comparados com as sequéncias depositadas no GenBank (acesso U59967 e U68480) usando

BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool).

5.14- Genotipagem dos isolados

Todos os isolados de M. tuberculosis, que apresentaram o mesmo tipo de alteragéo

gendmica foram tipificados pelas técnicas de spoligotyping e DRE-PCR.
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5.14.1- Spoligotyping

A técnica foi realizada conforme padronizado por Kamerbeek et al., 1997 e esta descrita

nas etapas a seguir:
5.14.1.1- Primers
Os primers DRa e DRb anelam nas extremidades da sequéncia DR visando amplificar as

sequéncias espacadoras entre duas DRs (Kamerbeek et al., 1997).

Dra: (5’ biotinilado) 5'- GGT TTT GGG TCT GAC GAC -3’
DRb: 5- CCG AGA GGG GAC GGAAAC -3

5.14.1.2- Reacdao de Amplificagcdo

As reagbes foram realizadas com 50 a 100 ng de DNA, 20 pmoles de cada um dos

primers, 200 uM de desoxiribonucleosideos trifosfato (Invitrogen™ Life Technologies), 10 mM

Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 3,0 mM MgClp, 2,5 U de Taq DNA Polimerase recombinante

(Invitrogen™ Life Technologies). As amplificacbes pela PCR foram realizadas em um

termociclador (Mini Cycler - MJ Reasearch) sob as seguintes condi¢des: 1 ciclo a 96°C por 3

min, 20 ciclos a 96°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 30 seg e 1 ciclo final a 72°C por 5 min.
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5.14.1.3- Hibridizag&o dos Produtos da PCR e Detecgéo

Os produtos amplificados foram hibridizados com um conjunto de 43 oligonucleotideos
imobilizados em uma membrana comercial previamente preparada, cada um correspondendo a
uma das sequéncias unicas dos espagadores dentro do lécus DR (Isogen, Bioscience BV,

Holanda).

Para a hibridizagao, 20 uL dos produtos da PCR foram diluidos em 150 uL de SSPE

2X (0,02 M NaoHPO4 * 2 H20, 0,36 M NaCl, 2mM EDTA — pH 7,4)—- SDS 0,1% e desnaturados.

As amostras diluidas foram aplicadas em canais paralelos de um miniblotter (Isogen, Bioscience
BV, Holanda), de modo que ficassem perpendiculares as linhas de oligonucleotideos
previamente imobilizados. A hibridizacao foi realizada por 60 min a 60°C em forno giratério
(Hybaid Instruments, Holbrook, NY, USA), e a membrana foi lavada 2 vezes em 250 mL de SSPE
2X- SDS 0,5% por 10 min a 60°C. Em seguida foi incubada com um conjugado de
estreptavidina-peroxidase diluido (1:4.000) por 50 min a 42°C. A membrana foi lavada 2 vezes
em 250 mL de SSPE 2X- SDS 0,5% por 10 min a 42°C e 2 vezes com 250 mL de SSPE 2X por

5 min a temperatura ambiente.

A deteccao foi realizada pela sensibilizagao de um filme autoradiografico através de uma

reagdo de quimioluminescéncia, utilizando o kit ECLTM (Amersham Biosciences, Inglaterra).

5.14.2- DRE-PCR

A técnica foi baseada naquela descrita por Friedman et al. (1995), com algumas

modificagbes (Cafrune, 2003). As modificagcbes foram:
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Utilizagcao de DNA purificado pelo método de CTAB;- Inclusdo de DMSO 6% na reacao de
amplificacdo;- Aumento da quantidade de primers utilizada;- Aumento do nimero de ciclos de

amplificacdo;- Aumento do tempo de extensao.

5.14.2.1- Primers

Os primers Ris1 e Ris2 anelam nas extremidades direita e esquerda, respectivamente,
do IS67110. Os primers Pntb1 e Pntb2 anelam nas extremidades direita e esquerda,

respectivamente, do PGRS conforme descrito por Friedman et al. (1995).

Ris 1- 5 GGC TGAGGT CTC AGATCAG- 3
Ris 2- 5 ACC CCATCC TTT CCAAGAAC- 3
Pntb 1-5 CCG TTG CCG TAC AGC TG- 3’

Pntb 2- 5 CCT AGC CGAACC CCT TG- 3’

5.14.2.2- Reacao de Amplificagdo

As reacdes foram realizadas com 50 a 100 ng de DNA, 50 pmoles de cada um dos 4

primers, 200 uM de desoxinucleosideos trifosfato (Invitrogen™ Life Technologies), 10 mM
Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 3,0 mM MgClp, 2,5 U de Taqg DNA Polimerase recombinante
(Invitrogen™ Life Technologies) e DMSO 6%. As amplificacdes pela PCR foram realizadas em
um termociclador (Mini Cycler - MJ Reasearch) sob as seguintes condi¢gdes: 1 ciclo a 94°C por
10 min, 35 ciclos a 94°C por 1 min, 56°C por 2 min, 72°C por 2 min e 1 ciclo final a 72°C por 7

min.
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5.14.2.3- Deteccao dos Fragmentos Amplificados pela PCR

Apos eletroforese, os produtos da amplificagao foram visualizados em gel de agarose

2,0%, corado com brometo de etidio, sob iluminacdo ultravioleta. O marcador de tamanho

molecular utilizado foi o 100 pb /adder (Invitrogen™ Life Technologies).

72



6- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da caracterizacao dos isolados resistentes a PZA foram
publicados em um artigo na revista Antimycrobial Agents and Chemotherapy (AAC), em janeiro

de 2005, o qual pode ser visualizado no anexo 3 deste trabalho.

6.1- Perfil de susceptibilidade dos isolados de M. tuberculosis pelos testes convencionais

Através do método das proporgdes e do resistance ratio, como descrito anteriormente
em material e métodos, o perfil de susceptibilidade de cada isolado foi determinado para PZA e
EMB. Dentre os 117 isolados analisados, 38 foram sensiveis e 79 resistentes, sendo 40 PZA-R e

39 EMB-R (Tabela 4).

6.2- Determinacdo da concentragcdo minima inibitéria (CMI) para EMB

Como descrito anteriormente em material e métodos, a CMlI para PZA nao foi
determinada. No entanto, os valores obtidos para os isolados resistentes a EMB foram variaveis.
Dentre os 58 isolados analisados, todos os 19 sensiveis tiveram CMI<1, porém entre os

resistentes foram encontrados 24 isolados que apresentaram CMI > 1 com valores variaveis (1,

4, 8, 16, 32 e 64 ug/mL) e 15 com valor <1 com valores variaveis (0,25 e 0,5 ug/mL) (Tabela 5).
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Tabela 5 Distribui¢do dos isolados de M. tuberculosis, em relagdao aos valores de CMI para EMB

Testes Concentragoes de EMB pg/mL
convencionals g4 32 16 8 4 1 <1 05 025
39 isolados 04 06 05 06 01 02 04 11
resistentes
19 isolados 19

sensiveis

6.3- Padronizacdao das condicées de amplificacdo por PCR para caracterizacao de

isolados de M. tubeculosis resistentes a PZA

O primer P1-F juntamente com o P1-R amplificam um fragmento de 380 pb referente
a porgéo inicial do gene pncA, enquanto P2-F com o P2-R amplificam um fragmento de 350 pb

referente a porgao final do gene (Figura 6).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas conforme descrito anteriormente na
metodologia. Para se estabelecer as melhores condigcdes de amplificacdo dos fragmentos que
identificam o gene pncA ou seja, uma amplificacdo sem a interferéncia de fragmentos
inespecificos, foram realizados testes envolvendo alteragdes na concentragéo dos primers, de

MgClo e de DNA, bem como na temperatura de anelamento dos primers.
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6.3.1- Temperatura de anelamento dos primers

Conforme descrito por Scorpio et al. (1997), a temperatura ideal para o anelamento
dos primers na amplificagcdo do gene pncA era 55°C, porém nds observamos que produtos
inespecificos foram gerados nesta condi¢cdo. Portanto, diferentes temperaturas foram testadas
(55°C, 60°C, 65°C, e 68°C). Observou-se que a temperatura ideal de amplificacao foi de 68°C,
na qual os produtos inespecificos diminuem consideravelmente, proporcionando uma

visualizagao clara dos fragmentos de interesse (Figura 7).

6.3.2- Concentragdo de MgCly

Outro componente que influencia na amplificagdo por PCR, é a concentragdo de

cloreto de magnésio (MgClo) presente no tamp&o de reagdo. Foram realizados testes com 1,5
mM; 2,5 mM e 3,0 mM de MgClo. Apés este teste , realizado com temperatura de anelamento a
68°C, observou-se que o uso de tamp&o com 3,0 mM de MgClp, proporcionava um produto de

PCR livre de fragmentos inespecificos.

6.3.3- Determinagédo da concentragdo de DNA e de primer

Os testes para determinar a concentragdo adequada de DNA de M. tuberculosis

foram feitos com 30 ng, 60 ng, 100 ng, 120 ng, 150 ng e 200 ng de DNA por reagdo. Os
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fragmentos de interesse foram perfeitamente amplificados com 60 ng de DNA na reagdo. Os

primers foram adicionados numa concentracao de 40 pmol.

A partir destes testes, adotou-se a utilizagdo de 3,0 mM de MgClo no tampéao de

reacao e a temperatura de anelamento dos primers como 68°C, 60 ng de DNA e 40 pmol de

primers (Figura 8).
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CPM 1 2 CN 3 4

1 Kb

500 pb A (55°C)

100pb  pyg 1 2 CN 3 4

C (65°C) D
Figura 7- Padronizagao das condig¢oes de reagdao de PCR: teste com

diferentes temperaturas de anelamento dos “primers”’. CPM = controle

de tamanho molecular 1 kb DNA ladder; linha 1 e 2 = amplificagao do

Figura 8- Produtos de PCR gerados a partir de DNA de M. tuberculosis H37Rv. Os fragmentos
foram analisados em gel de agarose 1,5%. Linha 1 e 3 = amplificagao do fragmento de 350 pb ;

linha 2 e 4 = amplificagao do fragmento de 380 pb.
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380 pb

350 pb
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Inicialmente, ambos os fragmentos foram parcialmente seqienciados com o
"Thermo Sequenase radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit" e comparados com as

sequéncias correspondentes depositadas no GenBank, confirmando a seqiiéncia do gene.

6.4- Padronizacao das condi¢cbées de amplificagcdao por PCR para caracterizagao de Isolados

de M. tubeculosis resistentes a EMB

O primer E1-F juntamente com o E1-R amplificam um fragmento de 803 pb referente
a parte do gene embB onde ocorrem mais de 70% das mutagdes responsaveis pela resisténcia

de M. tubeculosis a etambutol.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas conforme descrito anteriormente na
metodologia. Para se estabelecer as melhores condigdes de amplificacdo dos fragmentos que
identificam o gene embB ou seja, uma amplificacdo sem a interferéncia de fragmentos
inespecificos, foram realizados testes envolvendo alteragcbes de temperatura de anelamento dos

“primers”, concentragao de MgClo ,de DNA e dos “primers”.

Conforme descrito por Ramaswamy et al., 2000, inicialmente as reagdes de

amplificacdo foram realizadas em volumes de 50 pl contendo 50 mM KCI, 10 mM tris-HCI (pH

8,3), 3,0 mM MgClp, 200 uM de cada desoxinucleosideo trifosfato e 2,5 U de Taq DNA polimerase

(Cenbiot/UFRGS), 40 pmoles dos primers 100 ng de DNA de M. tubeculosis. extraido de cultura
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através do método CTAB. A amplificacao foi feita a partir de 1 ciclo inicial de 3 min a 94°C, 30

ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 68°C, 1 min a 72°C e um ciclo final de 5 min a 72°C.

Foram testadas inumeras condi¢bes de temperatura de anelamento para os primers

(60°C até 68°C), concentracédo de MgCl2 (1,5 mM até 3,0 mM), numero de ciclos, concentragéo

de primers e de DNA além do tipo da Taq (Platinum Tag DNA polimerase). Contudo, em nenhum

dos testes houve a amplificagao do fragmento esperado.

Sendo assim, testou-se a adicdo, na PCR, de um reagente (PCRx Enhancer
Solution, Gibco BRL) usado para facilitar a eficiéncia de amplificagdo de sequéncias com
conteudo rico em GC. Este reagente aumenta a especificidade dos primers e mantém a
termoestabilidade da enzima, além de ampliar a temperatura 6tima de anelamento e a

concentragéo otima de MgClo.

Primeiramente, um teste de concentragbes de Enhancer Solution foi realizado
(Tabela 6 e Figura 9), mantendo-se as mesmas concentracdes de reagentes e condigbes de

amplificacao citadas anteriormente.

Tabela 6- Teste de concentra¢oées de Enhancer Solution

Concentragao de Enhancer Solution

Componentes da PCR 0,5X 1X 2X 3X 4X

Volume Final da PCR (ul) 50 50 50 50 50
Volume de agua MQ (pl) 35,5 33 28 23 18
Volume de Enhancer solution (ul) 2.5 5 10 15 20
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800 pb
300 pb

100 pb

Figura 9- Teste de concentragdes de Enhancer Solution. Produtos de PCR gerados a partir de DNA
de M. tuberculosis. Os fragmentos foram analisados em gel de agarose 1,5% Linha 1, padrao de
tamanho molecular 100 bp DNA Ladder, linhas 2-6, produtos de PCR gerados com diferentes

concentragoes de enhancer solution (0,5X, 1X, 2X, 3X e 4X, consecutivamente).

A partir deste resultado, os isolados resistentes a etambutol tiveram seu DNA

amplificado por PCR contendo 10 pul (2X) de Enhancer Solution. (Figuras 9 e 10)
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Figura 10- Produtos de PCR gerados a partir de DNA de M. tuberculosis extraido de isolados de
amostras clinicas de pacientes da rede de saude publica do RS. Os fragmentos foram analisados
em gel de agarose 1,5%. Linha 1, padrao de tamanho molecular 100 bp DNA Ladder, linhas 2-15,

fragmentos de 803 pb, linha CN- controle negativo da reagao.

O fragmento foi sequienciado, parcialmente com o Thermo Sequenase radiolabeled

Terminator Cycle Sequencing Kit e comparado com a seqiéncia depositada no GenBank

(280343).

6.5- Andlise das seqiiéncias

6.5.1- Isolados resistentes a PZA

Foram analisados por seqlienciamento automatico, 59 isolados de M. tuberculosis dos
quais, pelos testes convencionais, 40 foram considerados PZA- resistentes e 19 PZA-sensiveis.
Dos 40 resistentes, 29 apresentaram alteragdes no gene pncA e 11 possuiam pncA do tipo

selvagem (H37Rv). Nenhum dos isolados sensiveis apresentou mutagéo em pncA.
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Todos os 40 isolados apresentavam resisténcia a outras drogas (perfis variaveis)

enquanto 36 (90%) eram multi-droga resistentes (TBMR).

A maioria (18/29) (62,1%) dos mutantes apresentou alteragbes envolvendo um Unico
nucleotideo. Dois mutantes apresentaram alteragdo gerando cédon de terminagdo e dois
apresentaram mutacao silenciosa. Os codons de terminacdo ocorreram por substituicdo de
nucleotideo nas posi¢cées 297 e 309 (Tabela 8). Estas alteragbes, certamente diminuam ou
terminem prematuramente a sintese da proteina (Zhang and Mitchison, 2003). A mutacao
silenciosa ocorreu em 2 isolados, no mesmo cédon (138), onde houve a substituicido de uma
timina por uma citosina na posicdo 414. Os 14 isolados restantes tiveram substituicdo de
nucleotideo gerando, consequentemente, alteragdo de aminoacido. Também foram

caracterizadas alteracdes como delecdes e insergdes que variaram de 1-5 nt. (Tabelas 7 e 8).

As delegbes foram observadas em 4 isolados e em um destes, 5 pb foram deletados.
Sete isolados foram considerados mutantes por insercao, destes, 2 apresentaram insercao de 2
nucleotideos, 3 insercdo de 5 nucleotideos e os outros 2 tiveram insergdo de um unico

nucleotideo (Tabela 7).

Todos estes isolados tiveram atividade de pirazinamidase negativa, confirmando a

resisténcia a PZA.

Outros estudos tém demonstrado que existem locais preferenciais de mutagdo em
pncA. Scorpio et al. (1997), descreveram 3 regides: entre os cédons 5 -12, 69 -85 e 132 —142.
Neste trabalho, a maior parte das mutagdes em pncA ocorreu entre os cédons 128 e 171.

Lemaitre et al. (1999), através do alinhamento destas regiées, confirmaram um alto conteudo de
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residuos conservados e propuseram a importancia estrutural e catalitica destas regides para a

PZase.

Possivelmente estas alteragbes podem resultar em modificagdo conformacional do
sitio ativo da enzima PZase, e conseqlentemente na diminuicdo da atividade observada em

cepas PZA-resistentes (Zhang and Mitchison, 2003).

A atividade da PZase foi verificada em todos os isolados. Trinta e nove (97,5%) dos
40 PZA-resistentes demonstraram ter PZase inativa, confirmando os testes de sensibilidade e
um isolado mostrou Pzase ativa, porém este isolado ndo apresentou alteragbes no gene pncA.

Todos os PZA-sensiveis (19) apresentaram PZase ativa.

Neste trabalho nds identificamos e caracterizamos 12 novas mutagdes no gene pncA de
M. tuberculosis (Figura 11). Estas alteragcées foram consideradas novas apés uma comparagao
feita com diversos trabalhos (Scorpio and Zhang, 1996; Sreevatsan et al., 1997; Scorpio et al.,
1997; Mestdagh et al., 1999; Marttila et al., 1999; Morlock et al., 2000; Brown et al., 2000; Cheng
et al., 2000; Park et al., 2001; Hannan et al., 2001; Lee et al., 2001; Suzuki et al., 2002; Zhang and

Mitchison 2003; Huang et al., 2003; Miyagi et al., 2004; Wade et al., 2004; Portugal et al., 2004).

Nés ainda encontramos 3 grupos de 3 isolados e outros 3 grupos de 2 isolados
mostrando a mesma mutagao (Tabela 7). Estes isolados foram genotipados por spoligotyping
(Kamerbeek et al., 1997) para verificar clonalidade entre aqueles que possuiam a mesma
alteragdo em pncA. Nos identificamos um grupo de 3 e um grupo de 2 isolados que possuiam
spoligotyping relacionados, ou melhor, possuiam somente um espacgador de diferenga entre
eles. Posteriormente ndés submetemos estes isolados a um Double-Repetitive-Element PCR

(DRE-PCR) Friedman et al. (1995).

85



Apos a realizagcdo desta técnica, dois grupos (1 de 3 isolados e outro de 2 isolados)
ainda continuaram demonstrando relag&o, no entanto estes eram provenientes de pacientes de
uma mesma cidade, sugerindo transmissao de uma cepa ja resistente entre estes pacientes. O
restante dos isolados foi descriminado pelo spoligotyping, ja que estes possuiam 3 espagadores

de diferenga, indicando que eram cepas diferentes, mas adquiriram o mesmo tipo de mutagéo.

Enquanto mutagdes no pncA vem sendo consideradas responsaveis pelo mecanismo de
resisténcia a PZA, neste trabalho onze isolados considerados PZA-resistentes, pelos testes

convencionais, ndo apresentaram alteragdo em pncA, mas possuiam Pzase negativa.

Resultados semelhantes vém sendo descritos por (Marttila et al., 1999, Lemaitre et al.,
1999, Cheng et al., 2000) que relatam a existéncia de uma pequena propor¢cdo de cepas
resistentes que ndo apresentam alteracbes neste gene ou sequer na regido promotora do

mesmo sugerindo outras regides genémicas envolvidas nos mecanismos de resisténcia a PZA.

Recentemente 2 alternativas foram propostas: atividade de efluxo de acido pirazindico
(POA) (Zhang et al., 1999) e a deficiéncia no metabolismo (aproveitamento) da PZA pelo M.

tuberculosis (Zhang and Mitchison, 2003).

Muitos trabalhos (Scorpio et al.,1997, Marttila et al., 1999, Park et al., 2001, Suzuki et al.,
2002, Portugal et al., 2004) citam a presenga de alteragdes na regiao regulatéria do gene pncA.

Entretanto, nés n&o identificamos nenhuma mutac¢&o nesta regido do gene (Figura 11).

A alta diversidade de mutagdes ao longo do gene pncA (troca de nucleotideos, delecoes,
insercdes) foi verificada neste trabalho, assim como vem sendo demonstrada em diferentes
estudos variando entre (72- 98%) (Inderlied et al., 2003, Zhang and Mitchison, 2003). Esta

instabilidade génica tem sido relatada como caracteristica, quase que exclusiva, de pncA, e nao
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€ usualmente encontrada em outros genes envolvidos com resisténcia a drogas (Zhang and
Mitchison, 2003). Ainda ndo se sabe porque isto acontece, porém ha uma hipétese de que por
ser o gene pncA muito pequeno, a PZase n&o seria uma enzima essencial para a micobactéria,
visto que muitas alteragdes neste gene séo toleradas e cepas resistentes a PZA desprovidas de
Pzase continuam sendo fortemente virulentas e capazes de causar transmissao ativa e doenca

(Cheng et al., 2000).

A maioria dos estudos em relagao a resisténcia a PZA compara as alteracdes génicas
com os testes convencionais, principalmente com o CMI que normalmente varia de 100 até 900

ug/mL (Scorpio and Zhang, 1996; Srevatsan et al., 1997; Scorpio et al., 1997; Marttila et al., 1999;

Cheng et al., 2000; Lee et al., 2001; Suzuki et al., 2002; Huang et al., 2003; Miyagi et al., 2004;
Portugal et al., 2004) . No entanto, todos utilizam sistemas automatizados para este fim. A partir
dos valores de MIC alguns autores tém sugerido uma relagdo entre as alteragdes no gene ,
como as mesmas interferem nas concentragbes de PZA que devem ser usadas nos testes de

suscetibilidade a droga ( Cheng et al., 2000; Zhang and Mitchison 2003, Portugal et al., 2004)

No Brasil, o teste convencional para detectar isolados de M. tuberculosis resistentes a
PZA, é o descrito por Canetti em 1963, porém os resultados discordantes entre laboratérios séo

bastante freqlientes, além deste método exigir muito tempo para ser realizado.

A maioria dos laboratérios de referéncia para TB ndo costuma realizar este teste, pois as
dificuldades na determinagao da sensibilidade a PZA existem principalmente pela acidificagcao
requerida do meio, para a ativagdo da droga (pH= 5,5) (McDermot et al., 1954, Heifets et al.,
2002) assim este processo acaba inibindo, na maioria das vezes, o crescimento do M.

tuberculosis, conseqiientemente os resultados ndo sao confiaveis.
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O ideal seria 0 uso de sistemas automatizados como o BACTEC MGIT 460, porém estes
equipamentos sao extremamente onerosos e exigem treinamento especifico. Atualmente, uma
alternativa para a deteccao de resisténcia a PZA pode ser o seqienciamento automatico, que
vem sendo considerado auxiliar para a caracterizagdo das mutagcdes que estejam ocorrendo no
gene pncA, e também como colaborador para o aprimoramento de outros métodos genotipicos

de deteccgéo da resisténcia a PZA, tais como o0 SSCP e o PCR-RFLP.

Neste estudo nds descrevemos a alta diversidade do gene pncA de isolados de M.
tuberculosis resistentes a PZA. Nos também encontramos cepas que n&o possuiam alteragdes
neste gene, mas demonstravam inatividade da enzima Pzase, sugerindo a participagéo de
outras regides do genoma na resisténcia a PZA. Além disto, nosso estudo revelou 12 novas
alteragdes que podem ocorrer em pncA e podem ser responsaveis pela resisténcia dos isolados

analisados.

Tabela 7- Alteragdes encontradas no gene pncA de M. tuberculosis isolados no Brasil resistentes a
PZA do Brasil

No de Trocasem
Isolados (29) Nucleotideos (no.) Codons (no.)A- Aminoacido

1 G>C no (07) GCG > CCG (03) Ala > Pro

2C insergéo de GC no (76) frameshift © NA
1 delegdo de 5 bp no (74) frameshift © NA
1 delegdo de G no (136) frameshift © NA
1 C>A no (151) CAC > AAC (51) b His > Asn
3 insergéo de 5 bp no (182) frameshift © NA
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T>C no (202)

delegao de T no (213)

A>C no 226
A>G no 245

A>T no 246

C>G no 297
C>G no 309

insercdo de G no 315

T>G no 386
T>C no 414

delecdo de C no 422

T>G no 464

G>A no 485

C>A no 512

TGG > CGG (68) b
frameshift 0

ACT > CCT (76)

CAT> CGT (82)
CAT> CTT (82) b
TAC > TAG (99)

TAC > TAG (103)
frameshift b

GTC > GGC (128)

TGT > TGC (138)
frameshift b

GTG > GGG (155)

GGT > GAT (162) b

GCG > GAG (171) b

Trp > Arg

NA

Thr > Pro
His > Arg

His >Leu

Tyr > stop
Tyr > stop

NA

Val > Gly
Cys > Cys

NA

Val > Gly

Gly > Asp

Ala > Glu

a Numero da posi¢do do codon foi contado a partir do start codon (ATG) do gene pncA.

b Indica as mutagdes novas, ndo publicadas em estudos anteriores.
¢ Grupos de isolados que mostraram spoligotypes relacionados e perfil idéntico em DRE-PCR.

NA nao aplicada
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Figura 11- Representagcdo esquematica das alteragbes encontradas no gene pncA de M.

tuberculosis encontradas neste trabalho. Os asteriscos (*) indicam as mutagoes novas, ndo descritas

anteriormente. Ins = inserc¢ao, Del= dele¢ao.

Tabela 8- Percentuais das alteragdées encontradas nos isolados de M. tuberculosis resistentes a

PZA.

Tipo de mutacgao Frequéncia (%) Tamanho da mutacgao
Substituicdo de nucleotideo 18/29 (62.1%) 1 pb
Stop codon 2/18 1pb
Mutacéo silenciosa 2/18 1pb
Substituicdo de aminoacido 14/18 1pb
Delecao de nucleotideo* 4/29 (13,8%) 1-5 pb
Insercéo de nucleotideo® 7/29 (24.1%) 1-5 pb

*Mutagdes que causam frameshift, possivelmente resultando em outro polipeptideo ou em um polipeptideo

truncado.
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6.5.2- Isolados resistentes a EMB

Etambutol vem sendo usado no tratamento da TB desde 1960 (Forbes et al., 1962).
Varias hipoteses vém sendo criadas para explicar o mecanismo de agcdo do EMB. A maioria dos
estudos aponta a alteragdo tridimensional da estrutura da parede celular micobacteriana, no
entanto efeitos pleiotropicos tém sido descritos (Beggs and Andrews, 1973, Cheema et al., 1985,

Silve et al., 1993, Ramaswamy et al., 2000).

Neste trabalho foram analisados DNAs de isolados de M. tuberculosis por
sequenciamento automatico, buscando a caracterizagcdo de um fragmento do gene embB, visto
que a maioria dos isolados EMB-resistentes pode ser identificada por analise deste gene,
principalmente do cddon 306. Ramaswamy et al (2000) analisaram sequéncias de 12 genes que
poderiam estar envolvidos com a resisténcia a EMB e encontraram mutagdes no gene embB em
68% dos isolados, no entanto o restante dos isolados possuia mutacdo em um dos demais 11
genes analisados, indicando os multiplos mecanismos moleculares envolvidos no fendtipo

EMB-resistente.

Evidéncias bioquimicas tém colocado as arabinosiltransferases, produto do operon
embCAB, como alvo do EMB e este conceito vem sendo suportado por dados obtidos através de
estudos com M. avium, M. smegmatis e M. tuberculosis (Alcaide et al., 1997, Belanger et al.,
1996). Telenti et al., (1997), demonstraram que mutagcdes ao longo do operon embCAB de M.
tuberculosis e M. smegmatis estavam associadas com a resisténcia ao EMB. Sreevatsan et al.,
(1997) confirmaram que certas mutagbes neste operon estavam exclusivamente associadas

com M tuberculosis EMB-resistente.
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Apesar destas descobertas, a analise do operon embCAB torna-se dificil devido ao
tamanho (10 kb), no entanto alguns grupos fizeram estudos complexos e caracterizaram esta
regido (Ramaswamy and Musser, 1998, Sreevatsan et al., 1997). Informagdes deste tipo sédo
muito importantes para o desenvolvimento de métodos moleculares rapidos para a identificagao

dos isolados de M. tuberculosis EMB-resistentes (Ramaswamy et al., 2000).

Noés analisamos o DNA de 58 isolados de M. tuberculosis por seqlenciamento
automatico, dos quais, pelos testes convencionais, 39 foram considerados EMB-resistentes e 19
EMB-sensiveis. Dos 39 resistentes, 23 apresentaram alteragdes no fragmento de embB
analisado e 16 possuiam o fragmento com padrdo embB wild-type (H37Rv). Trés dos 19

isolados sensiveis apresentaram mutagdo em embB.

6.5.2.1- Anédlise das seqliéncias

Dos 39 isolados de M. tuberculosis, classificados pelos métodos convencionais como
EMB-resistentes, 23 (59%) foram caracterizados como mutantes apdés a analise do
sequenciamento automatico (Tabela 9). Todos estes isolados possuiam mutagao no cédon 306
(Met) do gene embB. Estas alteragcdes mantém o perfil que vem sendo descrito na literatura, ou
seja, o codon 306 caracterizado como uma Metionina (Met) se altera por uma simples
substituicdo de nucleotideo e pode dar origem a uma Isoleucina (lle), uma Valina (Val) ou até

mesmo uma Leucina (Leu) (Figura 12).
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Leu
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embB (1098 aa) —

Met
306

Figura12- Representaciao esquematica das alteragées encontradas no fragmento do gene embB de

M. tuberculosis encontradas neste trabalho.

Dos 23 isolados mutados, nés caracterizamos 11 nos quais houve troca de ATG (Met) >

ATA (lle), 09 com troca de ATG (Met) > GTG (Val) e apenas 03 com troca de ATG (Met) >ATC

(Leu) (Tabela 9).

Quanto a presenca de mais de uma mutacao, por isolado, esse estudo nido obteve

isolados com este perfil, bem como a presenga de mutagdes silenciosas nao foi verificada.

As mutagdes na regido considerada hotspot do gene embB (cédon Met306), ocorreram
em 59% das cepas resistentes. Estes dados concordam com outros estudos, publicados em

diferentes areas do mundo, que relatam frequéncias de mutagcdao no Met306 do gene embB, que
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variam de 48% (Mokrousov et al., 2002) até mesmo de 89% (Sreevatsan et al., 1997) em cepas

resistentes.

Tabela 9- Alteragdes encontradas nos isolados de M. tuberculosis resistentes a Etambutol

NUMERO DOS ISOLADOS % CODON ALTERAGAO

RS-7180, RS-0489, RS-3565-sp, SP-5733,

48 306
SP-6151, SP-6411,SP-7288. SP-6971, SP-10894, ATG (Met) > ATA (lle)
SP-10866, SP-10968, SP-9053, SP-9183

RS-8052-sp, RS-0021-sp, RS-2802, SP-5687, 39 306 ATG (Met) > GTG (Val)
SP-6376, SP-6620, SP-7138, SP-7212, SP-10591

RS-0561, RS-3338, SP-7096, SP-9005 13 306  ATG (Met) >ATC (Leu)

RS-* isolados provenientes do Rio Grande do Sul; SP-* isolados provenientes de Sao Paulo; Met =
metionina; lle = Isoleucina; Val = valina; Leu = leucina. Em azul: isolados caracterizados pelos testes
convencionais como sensiveis a EMB, mas que possuiam alteragao no cédon 306 de embB.

Em relacdo aos 19 isolados caracterizados, pelos métodos convencionais, como
sensiveis a EMB, nds observamos que 16 (84%) ndo apresentaram alteragdes no fragmento do
gene analisado e 03 (16%) tinham o cédon 306 mutado, sendo dois Met306lle e um para
Met306Leu (Tabela 9). As discordancias entre resultados de testes fenotipicos e genotipicos vem
sendo relatada (Mokrousov et al., 2002, Tracevska et al., 2004). Resultados similares aos
encontrados neste estudo foram demonstrados por Mokrousov et al. em 2002, na Russia, onde

mutacdes no cédon 306 foram encontradas em 48% dos isolados resistentes analisados e em
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31% dos sensiveis (Mokrousov et al., 2002). Tracevska et al . (2004) encontraram uma taxa de

18%, dos 33 isolados sensiveis a EMB analisados, com alteragdo no gene embB.

6.5.2.2- Comparagéo entre os testes realizados

Apbs a analise dos resultados obtidos por seqiienciamento automatico, uma analise
comparativa foi realizada entre os resultados obtidos pelos métodos convencionais, o
sequenciamento automatico e o CMI de cada isolado. De uma maneira geral, 33 isolados (57%)
tiveram resultados iguais nos 3 tipos de teste (Tabela 11) e 25 (43%) apresentaram algum tipo

de discordancia entre os testes (Tabela 10).

Observou-se que dos 58 isolados analisados (39 resistentes e 19 sensiveis), 23 (59%)
dos resistentes apresentaram mutagédo no fragmento do gene embB analisado, sendo que 06
tiveram CMI<1 ug/mL e 07>1 ug/mL, no entanto 16 (41%) nao apresentaram alteragdo. Dentre
estes 16 isolados, 07 tiveram CME>1 pug/mL e os outros 09 apresentaram CMI<1 ug/mL. Em
relagdo aos isolados caracterizados fenotipicamente como sensiveis, 03 (16%) apresentaram
mutagcao em embB e 16 (84%) tinham o fragmento padrdo de H37Rv, todos apresentaram

CMI<1ug/mL. Estes resultados podem ser melhor visualizados na Figura 13 e na Tabela 10.
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I 58 isolados sequenciados I

39 isolados resistentes I I 19 isolados sensiveis

16 isolados resistentes sem

mutacao 03 isolados sensiveis
Tabela 10 Isolados com mutacao
RS-9005-p CMI < 1ug/ML
SP-5795
SP-5842
07 isolados resistentes SP-7027 Isolados
sem mutacao SP-7119 ggggg:
CMI > 1ug/ML SP-7470 SP.8183
Tabela 10
Isolados . L.
RS-0037-sp 16 isolados sensiveis
09 isolados resistentes RS-1615 sem mutacao
sem mutagao SP-10516 CMI < 1ug/ML
CMI < 1ug/ML SP-10606
Tabela 10 SP-10824
SP-10542
SP-10576
SP-10812
23 isolados resistentes
com mutagao
Isolados
RS-7180
RS-0021
RS-0489
17 isolados resistentes 06 isolados resistentes SP-10894
com mutagcao com mutagao SP-10866
CMI < 1ug/ML

Figura 13. Esquema da distribuicdo dos isolados de M. tuberculosis de acordo com os resultados de
seqlienciamento, perfil de susceptibilidade pelos métodos convencionais e CMI.
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Tabela 10. Perfil dos isolados de M. tuberculosis que apresentaram discordancia entre os métodos

estudados (Testes Convencionais, CMI e Sequenciamento), para EMB

Isolados TC CMI pg/mL Mutacdao embB
RS-9005-p Resistente >16 N&o encontrada
SP-5795 Resistente 64 N&o encontrada
SP-5742 Resistente 32 N&o encontrada
SP-7027 Resistente 16 N&o encontrada
SP-7119 Resistente 32 N&o encontrada
SP-7470 Resistente 16 N&o encontrada
SP-10765 Resistente 1 N&o encontrada
SP-9005 Sensivel <1 ATG (Met) > ATC (Leu)
SP-9053 Sensivel <1 ATG (Met) > ATA (lle)
SP-9183 Sensivel <1 ATG (Met) > ATA (lle)
RS-7180 Resistente 0,5 ATG (Met) > ATA (lle)
RS-0021 Resistente <0,5 ATG(Met)>GTG(Val)
RS-0489 Resistente <0,25 ATG (Met) > ATA (lle)
SP-10894 Resistente 0,25 ATG (Met) > ATA (lle)
SP-10866 Resistente 0,25 ATG (Met) > ATA (lle)
SP-10968 Resistente 0,5 ATG (Met) > ATA (lle)
RS-0037-sp Resistente <0,25 N&o encontrada
RS-1615 Resistente 0,5 N&o encontrada
SP-10516 Resistente 0,25 N&o encontrada
SP-10606 Resistente 0,25 N&o encontrada
SP-10824 Resistente <0,25 N&o encontrada
SP-10542 Resistente <0,25 N&o encontrada
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SP-10576 Resistente <0,25 Nao encontrada

SP-10812 Resistente 0,25 Nao encontrada
SP-10974 Resistente <0,25 N&o encontrada
TOTAL =25

RS- isolado proveniente do Rio G. do Sul, SP- isolado proveniente de S&o Paulo.

Tabela 11- Distribuicao dos isolados de M. tuberculosis analisados por seqiienciamento e sua

relagdo com os valores de CMI

N° de isolados CMI ug/mL mutagao
resistentes
1 1 ATG(Met)>GTG(Val)
1 4 ATG (Met) > ATC (Leu)
3 8 ATG (Met) > ATA (lle)
1 8 ATG (Met) > ATC (Leu)
2 8 ATG(Met)>GTG(Val)
1 16 ATG (Met) > ATC (Leu)
1 16 ATG (Met) > ATA (lle)
2 32 ATG(Met)>GTG(Val)
2 32 ATG (Met) > ATA (lle)
3 64 ATG(Met)>GTG(Val)
Total =17
sensiveis
16 <1 Sem mutacao
Total =16

A Tabela 11 demonstra que dentre os 33 isolados que tiveram resultados iguais entre os
3 testes, 17 eram resistentes e apresentaram valores de CMI variaveis, ndo tendo nenhuma

relagcdo com o tipo de mutagao existente no cédon 306 de embB.
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Os resultados discutidos a seguir podem ser visualizados na Figura 13 e na Tabela
10. Nesse estudo encontramos 16 isolados (41%), com fendtipo resistente, e que nao

apresentam mutagdes, sendo sete isolados com CMI > 1 ug/mL. Para estes isolados,

provavelmente, as mutagdes que lhes conferem resisténcia estejam fora da regidao estudada.
Esta hipétese ja foi levantada por outros estudos, que citam mutagdes em cddons localizados
fora da regido hotspot do gene embB, como os cddons 497 (Lee et al, 2004), 745, 959, 1024
(Ramaswamy et al., 2000), os quais ndo foram avaliados por este estudo. Ha a possibilidade de
que outras regides do operon embCAB possam apresentar mutagdes, alterando a conformagéao
da arabinosiltransferase (Ramaswamy et al., 2000). Outra hipétese é a ocorréncia de outros
tipos de mecanismo de resisténcia para esses isolados, assim como ocorre em isolados
resistentes a rifampicina onde produtos produzidos por mutagbes em outros genes possam
participar da permeabilidade do farmaco (Kapur et al, 1994; Musser, 1995). Podemos também
sugerir a possibilidade de alteragdes no mecanismo de efluxo do EMB, o que levaria a
micobactéria a resistir ao tratamento e n&o apresentar nenhum tipo de alteragdo na regiao

caracterizada.

Encontramos seis isolados considerados resistentes fenotipicamente, cujas CMis
foram < 1,0 ug/mL, mas que apresentaram mutagdes. Os isolados (RS-7180, RS-0489,
SP-10894, SP-10866, SP-10968) tiveram a mutagado Met(306)lle, enquanto o isolado
(RS-0021) apresentou a mutacdo Met(306)Val. Segundo Ribeiro (2004), podemos
considerar uma possibilidade de problemas na determinacdo da CMI, provavelmente no
ajuste do indculo, que é a principal causa de erros destas metodologias, ja que as CMis

obtidas foram préximas do ponto de corte considerado.

100



Para os isolados caracterizados fenotipicamente como sensiveis, que
apresentaram mutacao (SP-9005 Met(306)Leu, SP-9053 e SP-9183 Met(306)lle) e que
possuiam CMIi<1ug/mL, talvez a explicagdo seja a de que a quantidade de bacilos
mutantes ndo tenha sido suficiente para ser detectada pelos testes fenotipicos, pois os

tipos de mutagdes apresentados geralmente produzem altos niveis de resisténcia.

Nesse estudo, quando avaliamos as CMIls, consideramos o teste feito
manualmente, enquanto a maioria dos autores publica seus resultados a partir do uso de
métodos automatizados. Acreditamos que os métodos automatizados tragam uma maior

confiabilidade aos resultados, proporcionando uma avaliagdo mais efetiva dos resultados.

ITGGGC['?(T;GCCC TcGGClaTalgccc

Codon 306: ATG (Methionine) Codon 306: ATA (1soleucine)

Figura 14- Comparagdo entre eletroferogramas obtidos apds seqiienciamento de M. tuberculosis
(H37Rv) e uma cepa resistente 8 EMB, mostrando a troca da Met 306 por lle.
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7- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram conhecer melhor as alteragdes
genotipicas que podem estar relacionadas ao mecanismo de resisténcia em isolados de
M. tuberculosis resistentes a PZA e/ou EMB. Nossos achados em relacdo aos isolados
resistentes & PZA demonstraram que mutagdes podem ocorrer aleatoriamente ao longo de
todo o gene pncA e que nos isolados estudados puderam ser caracterizadas novas
alteragbes, ndo descritas anteriormente, que possivelmente estejam relacionadas com a

resisténcia de M. tuberculosis a esta droga.

Os isolados de M. tuberculosis estudados em relagdo a resisténcia a EMB,
originaram resultados semelhantes aos encontrados na literatura, porém nenhuma
alteragdo nova foi encontrada no fragmento do gene embB. Estes dados puderam ser
comparados com outras técnicas que caracterizam, fenotipicamente, cepas resistentes,
no entanto muitos isolados apresentaram discordancia de resultados entre o método
genotipico (sequenciamento automatico) e os fenotipicos. De uma maneira geral, o
sequenciamento dos genes supostamente envolvidos com a resisténcia de isolados de M.
tuberculosis as drogas utilizadas no tratamento da TB pode ser uma alternativa rapida para
a determinacdo do perfil de resisténcia em laboratérios de rotina que possuam

infra-estrutura basica para cultivo de M. tuberculosis.

A partir dos resultados deste trabalho, esse estudo colaborou para caracterizar

novas alteragées que podem estar envolvidas com a resisténcia de M. tuberculosis a PZA
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e/ou EMB através de seqlienciamento automatico, e desta forma pode auxiliar no
diagnostico de resisténcia micobacteriana, bem como na elaboracgao de kits de diagndstico

que sejam baseados em sondas especificas.

A continuagao dessa linha de pesquisa € necessaria para avaliar se as novas
alteragbes encontradas em pncA séo realmente responsaveis pela resisténcia do isolado a
PZA e principalmente o que acontece com os isolados que nido apresentam atividade de

PZase, mas ndo possuem alteracéo ao longo do gene pncA.

Um numero maior de isolados deve ser avaliado para confirmar se a metodologia,
em condicdes de rotina, possui vantagens em termos de rapidez na obtencdo dos

resultados e avaliar o custo que isso acrescenta aos laboratérios de saude publica.

O monitoramento das alteragcbes que ocorrem nos isolado de M. tuberculosis
resistentes, que circulam no nosso meio, € de grande importancia para um laboratoério que
segue uma linha de pesquisa em resisténcia micobacteriana, pois permite avaliar novos alvos
dos farmacos, consequentemente auxiliando para o desenvolvimento de novos métodos de

diagnéstico e no controle da TB.
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Isolados de M. tuberculosis

Incubados em meio Ogawa - (37°C) 4-6 semanas

Testes bioquimicos

Testes convencionais de susceptibilidade

Identificagao de M. tuberculosis PZA resistente / EMB resistente

Extracao de DNA protocolo CTAB (van Soolingen et al., 1994)

Amplificagao por PCR

genotipagem

gene pncA (380 pb)

gene pncA (350 pb)

gene embB (803 pb)

Analise (Gel Compar)

Detecciao de DNAem gel de agarose 1.5%

Purificagdo dos produtos de PCR MicroSpin ™ S-300 e S-400 HR Columns (Pharmacia)

Seqilienciamento automatico Big Dye Terminator Cycle Kit (Applied Biosystems)

Analise de similaridade BLAST® e CROMAS versio 1.45
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ANEXO 2

Lista dos Aminoacidos e os codons no codigo genético.

A Aa Alamina GCA GCC GCG GCu

C Cys Cisteina ucC uGu

D Asp Acido Aspartico GAC GAU

E Gl Acido Glutamico GAA GAG

F  Phe Fenilalanina UuC UuuU

G Gly Glicina GGA GGC GGG GGuU

H His Histidina CAC CAU

I lle Isoleucina AUA UAC AuU

K Lys Lisina AAA  AAG

L Leu Leucina UUA UUG CUA CUC CUG Cuu
M Met Metionina AUG

N Asn Asparagina AAC AAU

P Pro Prolina CCA CCC CCG ccu

Q Gin Glutamina CAA CAG

R Arg Arginina AGA AGG CGA CGC CGG cCcau
S Ser Serina AGC AGU UCA UCC UCG UucCuU
T Thr Treonina ACA ACC ACG ACU

VvV  Val Valina GUA GUC GUG GUU

W Trp Triptofano UGG

Y Tyr Tirosina UAC UAU

Fonte: Bruce et. al., 1996.
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