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RESUMO

A tuberculose ¢ uma doenga infecciosa de extrema importancia, sendo uma das principais
causas de morte provocadas por um unico agente infeccioso em todo o mundo. Apesar disso, a
tuberculose pode ser facilmente tratada através da terapia com drogas antimicobacterianas.
Entretanto, cepas resistentes a antibioticos sdo cada vez mais comuns, gerando falhas no
tratamento e dificultando o controle da doenca. Dessa forma, a determinacdo de perfis de
susceptibilidade a drogas ¢ rotineiramente realizada em laboratérios de diagndstico. Isso
permite a escolha de drogas ideais para o tratamento, tendo em vista a susceptibilidade da cepa
que infectou um dado paciente. Porém, a determinagao de perfis de susceptibilidade leva tempo,
e muitas vezes o tratamento precisa ser iniciado antes que o resultado dos testes seja obtido.
Isso faz com que individuos infectados acabem sendo tratados com antibidticos inapropriados,
resultando em falhas no tratamento e propiciando o desenvolvimento de resisténcia. Por isso, o
desenvolvimento de novas técnicas que permitam a determinacdo rapida de perfis de
susceptibilidade ¢ imperativo. Este estudo teve como objetivo caracterizar os perfis metabolicos
de cepas de Mycobacterium tuberculosis sensiveis a drogas, resistente a multiplas drogas
(MDR) e extensivamente resistente a drogas (XDR) através de metabolémica por
espectrometria de massas de alta vazao. O objetivo deste estudo foi determinar se a avaliagao
destes perfis metabdlicos poderia ser utilizada como uma alternativa aos métodos tradicionais
de determinagdo de perfis de susceptibilidade. Tal proposta partiu do principio de que cepas
com diferentes niveis de resisténcia sdo metabolicamente distintas, permitindo assim que
biomarcadores associados a padrdes de resisténcia a drogas sejam identificados e utilizados
como ferramentas diagnosticas. Nossos resultados demonstraram que perfis de susceptibilidade
a drogas de M. tuberculosis podem ser preditos através das andlises metabodlicas aqui descritas,
sobretudo quando amostras com perfis de susceptibilidade conhecidos sdo utilizadas como
controles em paralelo. Além disso, foi possivel observar que cepas sensiveis apresentaram em
seus perfis metabdlicos niveis mais elevados de acido pantoténico e biotina do que cepas
resistentes; estas moléculas estdo diretamente relacionadas com a sintese de acidos graxos.
Além destas, outras moléculas, como os aminodcidos prolina e isoleucina, também foram
encontradas em niveis diferenciados entre cepas sensiveis e resistentes. Tais metabolitos, por
serem estaveis e de identificacdo relativamente simples, sdo importantes candidatos a
biomarcadores. Assim, nosso estudo representa um avango significativo no atual entendimento
do efeito da resisténcia a drogas no metabolismo bacteriano, além de apresentar possiveis
trajetos a serem seguidos para a confirmacdo de marcadores especificos de resisténcia a drogas
e o desenvolvimento de métodos diagnosticos baseados nestas informacgdes. Os achados deste
estudo destacam também a importancia do metabolismo dos acidos graxos e acidos micolicos,
ambos componentes estruturais da parede celular e envolvidos na resposta ao estresse oxidativo.
Além disso, ressaltamos estes metabolitos como possiveis marcadores de resisténcia de M.
tuberculosis. Portanto, estes resultados e abrem um leque de possiveis empregos de técnicas de
metabolomica como ferramentas para a deteccdo de resisténcia a drogas através destas
moléculas. Futuramente, os resultados aqui obtidos poderao subsidiar o desenvolvimento de
métodos para a deteccao rapida da resisténcia a drogas, contribuindo para a escolha do
tratamento adequado para cada paciente e para o aumento do sucesso no controle da
tuberculose.
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ABSTRACT

Tuberculosis is a high medical relevance infectious disease and is one of the leading causes of
death provoked by a single infectious agent worldwide. Despite this, tuberculosis can be easily
treated through antimycobacterial drug therapy. However, resistance to antibiotics is becoming
increasingly common, leading to treatment failures and making the control of this disease
challenging. Therefore, the determination of drug susceptibility profiles is routinely performed
in diagnostic laboratories. This allows clinicians to make informed decisions when choosing a
course of treatment, taking into account the drug susceptibility profile of the strain causing
infection in a particular patient. However, the determination of susceptibility profiles takes
time, and treatment often needs to be initiated before test results are available. This may result
in patients being treated with inappropriate antibiotics, leading to treatment failures and the
development of drug resistance. For that reason, the development of new techniques that can
quickly determine drug susceptibility profiles of Mycobacterium tuberculosis is imperative.
This study aimed to characterize the metabolic alterations of drug-susceptible, multidrug-
resistant (MDR) and extensively drug-resistant (XDR) M. tuberculosis strains by metabolomics
using high-throughput mass spectrometry, in order to determine if the analysis of metabolic
profiles can be used as an alternative to traditional methods of drug susceptibility testing. This
proposal is based on the principle that strains with different levels of resistance are
metabolically distinct, thus allowing metabolic biomarkers to be associated with patterns of
resistance and used as diagnostic tools. Our findings have demonstrated that resistance profiles
of M. tuberculosis can be predicted through the metabolic analyses described herein, provided
that samples with known susceptibility profiles are used as control. In addition, it was observed
that susceptible strains showed higher levels of pantothenic acid and biotin in their metabolic
profiles when compared to resistant strains. It is important to note that both these molecules are
directly involved in fatty acid synthesis, an important facet of M. tuberculosis metabolism. In
addition to the molecules described above, two amino acids, proline and isoleucine, were also
found in different levels when comparing susceptible and resistant strains. Due to their stability
and the relative simplicity of their identification, these molecules are important biomarker
candidates. Thus, our study represents a significant advance in the current understanding of the
effect of antibiotic resistance on bacterial metabolism and opens new avenues for the detection
and confirmation of drug resistance-specific biomarkers. These results are likely to be used in
the future for the development of diagnostic tools for the detection of drug resistance in M.
tuberculosis. In addition, our findings highlight the importance of the metabolism of fatty acids
and mycolic acids, critical for cell wall structure and response to oxidative stress, as potential
markers of M. tuberculosis drug resistance. Also, these studies provide a proof of concept that
metabolomics techniques can be employed as useful tools for the detection of drug resistance
through biomarkers. In the future, the results presented herein may support the development of
tools for the rapid detection of resistance, contributing to better informed decisions by health
care providers, and the choice of appropriate treatments for each patient, aiding in the success

of tuberculosis control measures.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da Tuberculose

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga infectocontagiosa que normalmente afeta os pulmades,
casos em que ¢ denominada TB pulmonar, mas que pode também afetar outros 6rgaos, sendo
nesses casos denominada de TB extrapulmonar (1). A TB tem como agente etioldgico a espécie
Mycobacterium tuberculosis (MTB), bactéria descrita em 1882 por Robert Koch e por isso
também conhecida como bacilo de Koch (2).

Em 1993, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) declarou a TB como uma
emergéncia de satde publica mundial, em um momento em que surgiram entre 7 a 8 milhdes
de novos casos resultando em 1,3 a 1,6 milhdo de mortes a cada ano (3). Ainda que nos dias de
hoje exista um tratamento altamente eficaz contra a TB, a doenga permanece como uma
emergéncia global, afetando em grande parte populagdes pobres, vulneraveis e marginalizadas,
que vivem principalmente em paises de baixa e média renda (4).

No ano 2000, foi criada a parceria Stop TB que ¢ composta por cerca de 1500
participantes, incluindo organizagdes técnicas, programas governamentais, agéncias de
pesquisa e fomento, organizagdes nao-governamentais, entre outros. Presentes em mais de 100
paises, a Stop TB tem como principal objetivo eliminar a TB como um problema de saude
publica. A Stop TB tinha como metas principais a serem alcancgadas até 2015 a detecc¢ao de pelo
menos 70% dos novos casos através de exame de escarro e a cura de até 85% deles. Além disso,
o objetivo deste programa era de reduzir em 50% o ntimero de mortes por TB e reduzir a sua
prevaléncia a até 1 caso de TB por milhdo de habitantes/ano (5). Dentre os mais de 100 paises
participantes, apenas nove conseguiram alcancar as metas propostas pela Stop TB. De acordo
com a OMS, em 2015 foram notificados, somente no Brasil, 81.137 novos casos da doenca.

Ainda assim, o Brasil se encontra entre os nove paises que conseguiram alcangar todas as metas



de diminuicao da incidéncia, prevaléncia e mortalidade da TB estipuladas pelo Stop TB (6).
Ainda em 2015, uma nova estratégia foi iniciada e novas metas foram estabelecidas até o ano
de 2030. Entre os anos de 2016 a 2020, pelo menos 90% das pessoas diagnosticadas com a
doenga devem obter sucesso no tratamento. Como meta principal do Stop TB, espera-se acabar
com a epidemia de TB até o ano de 2030 (6).

De acordo com a OMS, em 2016 dos 10,4 milhdes de novos casos de TB estimados no
mundo, foram reportados 6,3 milhdes, o que representa 61% do nimero estimado. Destes, 46%
correspondem a pacientes HIV positivos. Além disso, nesse mesmo ano a TB teve 1,3 milhdo
de mortes estimadas em individuos HIV-negativos e 374 mil dbitos estimados em individuos
com a coinfeccdo TB-HIV (7). No mundo, a TB ¢ a nona principal causa de morte,
representando a principal causa de morte por um Unico agente infeccioso nos anos de 2012 a
2016, ficando acima do HIV. Alguns dados de incidéncia global da TB podem ser vistos na
Figura 1.1, como pode-se observar, a india e paises do continente africano concentram o maior
nimero de casos. Ja no Brasil, em 2016 foram diagnosticados e registrados 66.796 casos novos
e 12.809 casos de retratamento com aproximadamente mil casos de cepas resistentes, com cerca
de 4,5 mil mortes, sendo a TB neste ano a 4° causa de morte por doencas infecciosas e a 1°
causa de morte dentre as doengas infecciosas definidas dos pacientes com HIV (7). E importante
notar que a maioria dessas mortes poderia ser evitada com um diagnéstico precoce e tratamento

adequado.
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Figura 1.1 — Incidéncia de tuberculose no mundo em 2016. Mapa demonstrando o niumero anual de casos de
TB em relag@o ao tamanho da populagdo (taxa de incidéncia) Fonte: WHO, 2017.

No plano internacional, de acordo com a nova classificacdo da OMS (2016-2020), o
Brasil ocupa a 20? posicao na lista dos 30 paises que concentram 87% dos casos de tuberculose.
Além disso, o pais ocupa a 19 posicdo na lista dos 30 paises que concentram a maior

porcentagem dos casos de TB-HIV (7).

1.2. Mycobacterium tuberculosis

O M. tuberculosis foi descoberto em 1882 pelo bacteriologista alemao Robert Koch e
em sua homenagem também ¢é conhecido como bacilo de Koch. O M. tuberculosis foi assim
denominado em 1896 por Lehman & Neumann, devido a presenca de pelicula formada pela
micobactéria na superficie de meios liquidos, pelicula a qual era considerada caracteristica de
alguns fungos (8).

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae,
subordem Corynebacterineae, ordem Actinomycetales. E possivel afirmar que as micobactérias
estdo entre as bactérias mais estudadas, por serem os agentes etiologicos da TB, causada por

micobactérias do complexo M. tuberculosis, e da hanseniase, causada pelo M. leprae (9).



O M. tuberculosis, junto com o M. africanum, M. orygis, M. bovis, M. caprae, M.
canetti, M. microti, M. pinnipedi, M. suricattae ¢ M. mungi formam o complexo M.
tuberculosis, um grupo de micobactérias que apresenta grande similaridade genética e causam
o mesmo espectro de doenga (10). As demais micobactérias ndo incluidas no complexo M.
tuberculosis sao chamadas de micobactérias ndo causadoras de tuberculose (MNT), como
proposto pela American Thoracic Society (10, 11).

O M. tuberculosis apresenta-se em forma de bacilo reto ou levemente curvado, com 1 a
10 pm de comprimento e 0,2 a 0,6 um de largura. Sdo bactérias imdveis, ndo esporuladas e ndo
encapsuladas, sendo a propriedade mais importante a sua caracteristica morfotintorial de dlcool-
acido resisténcia. Esta prioridade se refere a capacidade dos componentes da parede celular
desse género em resistir ao descoramento com solucdo de alcool etilico a 95% e de acido
cloridrico a 3% (solugdo alcool-acida) durante o processo de coloracdo pelo método de Ziehl-
Neelsen (12-14) (Figura 1.2). Bactérias do género Mycobacterium dificilmente podem ser
coradas pelo método de Gram, mas sdo consideradas como Gram positivas pelas caracteristicas
de sua parede celular. Além dessas caracteristicas, uma propriedade importante ¢ o

agrupamento dos bacilos formando ramos alongados e sinuosos, conhecidos como cordas (15).



Figura 1.2 — Lamina de M. tuberculosis corada através da coloracdo de Ziehl-Neelsen e observada no
microscopio optico com objetiva de 100X. Na imagem observa-se em vermelho, bacilos retos ou levemente
curvados corados por fucsina. Fonte: Ferreira N.V., 2015.

A parede celular das espécies do género Mycobacterium ¢ constituida principalmente
por acidos micolicos, formando uma barreira hidrofobica que confere caracteristicas peculiares
ao género, como resisténcia a dessecacao e tempo de geragdo de aproximadamente 20 horas,
além de maior viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos (16).

O bacilo da tuberculose ¢ um patogeno aerdbio estrito, ou seja, necessita de oxigénio
para crescer e se multiplicar. E considerado um parasito intracelular facultativo, que se prolifera
inicialmente nos pulmdes (células macrofagicas dos alvéolos pulmonares) e a partir destes pode
se difundir para diversas partes do organismo humano, podendo causar tuberculose
extrapulmonar, atingindo ossos, cérebro, nodulos linfaticos e outros tecidos (14). As
micobactérias do complexo M. tuberculosis sdo classificadas como micobactérias ndo
pigmentadas de crescimento lento, por apresentarem um tempo de geracdo médio entre 18 e 24
horas e por necessitarem de mais de uma semana para formar uma coldnia, enquanto
micobactérias de crescimento rapido apresentam um tempo de geragao de 2 a 5 horas e formam
coldnias visiveis em meio sélido em aproximadamente 7 dias (14). Suas colonias t€ém aspecto

seco, rugoso, acamurcado e sem produgdo de pigmento, apresentando-se com coloragdo creme



no crescimento em meio Lowenstein-Jensen (LJ) (15) (Figura 1.3). O M. tuberculosis tem como
temperatura 6tima de crescimento 35 a 37 °C e sdo sensiveis a agdo de agentes fisicos, como o
calor e a radiacdo ultravioleta, e relativamente resistentes a desinfeccdo por agentes quimicos

(14).

Figura 1.3 - Aspecto das colonias de M. tuberculosis em meio de cultura LJ. Cultura de Mycobacterium
tuberculosis em meio LJ, onde pode-se observar a morfologia caracteristica das colonias, seu aspecto rugoso e
sem pigmentacdo. Fonte: Ferreira N.V., 2015.

1.3. Prevenciao

Embora a OMS e os membros da parceria Stop TB estejam trabalhando no
desenvolvimento de novas vacinas com maior eficacia, a vacina com o Bacilo Calmette-Guérin
(BCQ) ainda ¢ a unica forma de se prevenir as formas mais graves de TB em criangas, como
por exemplo a TB meningea, a forma pulmonar progressiva e a doenga miliar que ¢ um tipo de
tuberculose em que as bactérias estdo disseminadas na corrente sanguinea, provocando lesdes
em varios tecidos e 6rgaos do corpo. Admite-se que a vacina BCG possa ter o mesmo efeito na
prevencao de outras formas graves de TB em criancas, mas ¢ menos eficaz na prevencao da TB

pulmonar nos adultos, que ¢ a forma de TB mais frequente (5).



1.4. Transmissao

A transmissibilidade esta presente desde os primeiros sintomas respiratérios, caindo
rapidamente apds o inicio de tratamento efetivo. A infeccao pelo M. tuberculosis ocorre a
partir de uma transmissao direta, quando um paciente acometido por tuberculose pulmonar
ativa, elimina o bacilo através de aerossois produzidos pela tosse, fala ou espirro. Esse aerossol,
por sua vez, ¢ inalado por outros individuos, podendo ou ndo desencadear um quadro de
evolugdo favoravel da doenga. A evolugcdo da doenga depende de varios fatores, como por
exemplo, a imunidade, nutri¢cdo, infec¢do por HIV e acometimento por doengas imunoldgicas
em geral. Algumas caracteristicas cepa-especificas como niveis mais altos de expressdo de
fatores de viruléncia ou a carga infectante também podem interferir nesse processo (17).
Embora o risco de adoecimento seja maior nos primeiros dois anos pos-infec¢do, uma vez
infectada, a pessoa pode adoecer em qualquer momento de sua vida. Isso ocorre porque o
bacilo pode permanecer latente no organismo humano por longos periodos de tempo,
manifestando-se quando as condi¢des lhe forem propicias (18). A transmissdo chega a niveis
insignificantes apos 15 dias do inicio do esquema terapéutico adequado (18). No entanto, com
base em evidéncias de transmissdo da TB resistente a drogas, recomenda-se que seja também

considerada a negativagdo da baciloscopia (19, 20).

1.5. Diagnéstico

De acordo com critérios clinicos e de saude publica, individuos com tuberculose
podem ser classificados em trés grupos. O primeiro grupo € representado por individuos com
infecc¢ao latente (LTBI, latent TB infection); estes individuos sdo assintomaticos, e incapazes
de transmitir a doenca (21). O segundo grupo ¢ composto por individuos com TB ativa, que

¢ a forma transmissivel da doenca; tais individuos apresentam sintomas especificos, como



febre, fadiga, tosse persistente, falta de apetite e perda de peso. No entanto, alguns pacientes
com tuberculose ativa diagnosticados com cultura positiva podem ser assintomaticos, sendo
separados em um terceiro grupo como casos de TB subclinica (17).

A TB ativa pode ser detectada clinicamente e confirmada através de exames
laboratoriais, geralmente baseados em cultura bacteriana e métodos moleculares (4, 22). Os
métodos diagnodsticos indicados pela OMS sdo exames de imagem, bacterioldgicos e
moleculares. A partir dos primeiros sintomas, exames de imagem devem ser realizados para
auxiliar no diagnostico; entre eles podemos citar a radiografia toracica, ultrassonografia do
pulmao, ressondncia magnética e tomografia computadorizada, que podem evidenciar
cavidades nos pulmdes causadas pela TB (7). O diagnostico bacterioldgico, por sua vez,
ocorre através da identificacdo de bacilos em amostras biologicas. Amostras provenientes do
trato respiratorio superior, tais como escatrro e lavado bronco alveolar, sdo analisadas por
microscopia direta através da utilizacdo da coloragdo de Ziehl-Neelsen a fim de identificar
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), como pode ser observado na Figura 1.2 (16, 23). A
baciloscopia ¢ uma metodologia rdpida e barata; porém, ndo ¢ capaz de identificar bacilos
durante a infec¢ao em pacientes paucibacilares, termo utilizado para descrever individuos que
apresentam menos de 5000 bacilos/mL na amostra proveniente do trato respiratorio, mas
apresentam quadro clinico e radiografia compativeis com a doenga (24). Simultaneamente a
baciloscopia, pode ser realizada cultura em meio s6lido, LJ ou Ogawa-Kudoh, que aumentam
em 30% a deteccdo do bacilo quando a amostra ¢ proveniente de uma baciloscopia negativa,
pois sdo necessarios apenas cerca de 10 bacilos/mL de amostra para se obter crescimento
bacteriano. Entretanto, o resultado ¢ extremamente demorado, podendo levar de 14 dias a 8
semanas (25).

Atualmente, OMS recomenda a realizagdo do teste molecular Xpert® MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, USA), que ¢ um teste de amplificagdo de acido nucléico totalmente

automatizado, capaz de identificar em até duas horas o bacilo M. tuberculosis em amostras



de escarro previamente tratadas com tampao contendo NaOH (hidroxido de sédio) e alcool
isopropilico. Além de ser capaz de detectar material genético especifico de membros do
complexo M. tuberculosis, o Xpert® MTB/RIF também avalia a possivel presenca de
mutagdes no gene rpoB (codificador da subunidade P da RNA polimerase) capazes de
produzir resisténcia a rifampicina (Rif). Todo este processo ¢ realizado utilizando sondas

fluorescentes especificas, em um ensaio de PCR em tempo real (6, 23, 26, 27).

1.6. Tratamento

A TB ¢ uma doenga completamente curavel com o uso de antibidticos apropriados, e a
eficiéncia do tratamento esta diretamente relacionada a rapidez do diagnostico. Varios desafios
se apresentam para que o tratamento da TB alcance a cura da doenca e previna sua recidiva.
Logo, o tratamento precisa ter atividade bactericida precoce (capacidade de matar o maior
niamero de bacilos, o mais rapidamente possivel, diminuindo a infectividade), prevenir o
surgimento de bacilos resistentes ao antibiotico utilizado (utilizagdo de esquemas terapéuticos
com diferentes farmacos simultaneamente) e ter atividade esterilizante (capaz de eliminar
virtualmente todos os bacilos do organismo) (20, 28).

Para o tratamento da tuberculose susceptivel aos medicamentos, a OMS recomenda
um regime de 2 meses de tratamento com os quatro antibidticos ditos de primeira linha
(rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol ), que associados possuem as propriedades
relacionadas as questoes anteriormente citadas, seguidos por 4 meses de tratamento com
apenas rifampicina (Rif) e Isoniazida (Inh) (6, 28). Esses medicamentos possuem
propriedades quimicas distintas, que lhes conferem uma agao combinatoéria importante. A Inh
e Rif sdo os medicamentos que juntos apresentam maior poder bactericida, sendo ativos em
todas as subpopulagdes de M. tuberculosis sensiveis (intracavitdria, em granulomas ou

intracelulares). A Rif ¢ o medicamento com maior poder esterilizante. A pirazinamida (Pza) ¢



ativa apenas em meio acido, como por exemplo, o0 meio encontrado no ambiente intracelular
ou no interior dos granulomas. O etambutol (Emb), por sua vez, ¢ bacteriostatico e utilizado em
associacao com medicamentos mais potentes para prevenir o surgimento de cepas resistentes
(20). Além de suas atividades complementares, como cada subpopulagdo micobacteriana tem
diferentes proporcoes de bacilos com resisténcia natural aos diferentes antimicrobianos, a forma
principal de evitar a selecdo de bacilos resistentes € a utilizagao de esquemas terapéuticos com
diferentes farmacos anti-TB simultaneamente, uma vez que bacilos naturalmente resistentes a
um medicamento podem ser sensiveis a outro (20, 29).

Um dos grandes problemas referentes ao tratamento da TB ¢ que, com excecdo dos
farmacos quinolonicos que ndo sdo especificos para tratar a doenga, ha mais de 30 anos ndo
surge um novo farmaco potente para combaté-la, enquanto a resisténcia a multiplos fArmacos
avan¢a no mundo. O tratamento para tuberculose utiliza combinag¢des de farmacos que foram
desenvolvidas entre os anos de 1940 e 1950 e podem reduzir drasticamente as taxas de
mortalidade. No Brasil, o II Inquérito Nacional de Resisténcia aos Farmacos anti-TB, realizado
no periodo 2007-2008, mostrou em relagdo ao primeiro Inquérito (1997), um aumento da taxa
de resisténcia primaria a Inh, de 3,5% para 6%, e a Rif, de 0,2% para 1,5%. Estes fatos levaram
o Programa Nacional de Controle da Tuberculose a acrescentar o Emb ao esquema inicial (RIF,
INH e PZA), com o objetivo de eliminar o risco de faléncia e de recidiva nos pacientes com
resisténcia primaria isolada a INH ou a RIF. O esquema RIPE (Rifampicina, Isoniazida,
Pirazinamida e Etambutol) ja ¢ usado praticamente em todos os paises ha varios anos, com a
mesma finalidade (30, 31).

As recomendagdes e apresentacdes farmacologicas descritas acima sdo as preconizadas
pela OMS, e sdo utilizadas na maioria dos paises, tanto para adultos quanto para adolescentes.
Em todos os esquemas a medicagdo ¢ de uso diario e deve ser administrada em dose tinica (20,

30, 31).
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Outro grave problema enfrentado com relagdo ao tratamento da TB ¢ o chamado
abandono do tratamento. Este termo ¢ usado para definir o desfecho em que o paciente opta por
ndo continuar o seu tratamento como prescrito. Apesar do termo ter sido recentemente
questionado quanto a sua unilateralidade e imputagdo de responsabilidade do cuidado
estritamente sobre o paciente (32), ele vem sendo usado ao longo dos anos como um indicador
de falhas do sistema de saiide e de medidas de controle da TB. Uma ampla gama de fatores
pode levar ao abandono; entretanto, ha duas peculiaridades do tratamento da TB que
indiscutivelmente contribuem para a interrupgao precoce do tratamento. A primeira delas é a
longa duragdo do tratamento, que pode se estender por até dois anos, em caso de cepas
multirresitentes. A segunda ¢ que a utilizacdo destas drogas por longos periodos comumente
estd associada ao aparecimento de efeitos colaterais, causados pelo alto indice de toxicidade de
alguns desses medicamentos. Além destas peculiaridades, a melhora rapida dos sintomas, cerca
de 2 a 3 semanas depois do inicio do tratamento, também favorece a interrup¢ao do mesmo (6).
Seja qual for o motivo, acredita-se que a interrupc¢ao abrupta do tratamento, assim como falhas
na tomada da medicacdo ao longo do mesmo, sejam fatores importantes para o aparecimento
de cepas resistentes. Em tese, o tratamento inadequado gera uma pressdo seletiva que pode
selecionar bacilos naturalmente resistentes, que se proliferam com relativa facilidade em doses
subinibitorias de antibioticos. Estas doses subinibitdrias sdo possivelmente encontradas em
tecidos de individuos que tenham ingerido as drogas em quantidade ou periodicidade inferiores
as prescritas. Estas variantes resistentes podem entdo se espalhar para novos individuos,
causando infecgdes em que o esquema basico de tratamento ndo serd mais eficaz, gerando
prejuizo tanto para o individuo quanto para a comunidade, ao tornar necessarios esquemas
terapéuticos mais longos, mais toxicos e mais caros (6). Assim, mais estudos que abordem
detalhadamente a relacdo entre falhas na administracdo do tratamento e o surgimento de

variantes bacterianas resistentes.
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1.7. Resisténcia aos Farmacos

Atualmente, um dos principais desafios para o tratamento da TB ¢ o aumento da
incidéncia de cepas resistentes as drogas antibacterianas disponiveis. A resisténcia aos
antibidticos em M. tuberculosis acontece naturalmente devido a alguns fatores; por exemplo,
sua parede celular rica em lipideos como acidos micoélicos, e portanto altamente impermeavel
a entrada dos antibioticos com atividade citoplasmatica, bombas de efluxo que podem excretar
os antibioticos do interior do bacilo, impedindo sua agdo, além da producao de enzimas
hidroliticas ou farmaco-modificadoras como [-lactamases e aminoglicosideo acetil
transferases. Tais mecanismos de resisténcia podem ocorrer em populagdes bacterianas que nao
tenham entrado em contato com medicamentos anti-TB (33). Em cada grupo de 107 a 10°
bacilos, existe um que apresenta resisténcia natural a Inh, outro a Rif, outros ainda ao Emb.
Esta ¢ a razdo porque ndo se pode tratar a TB com um s6 medicamento, porque o mesmo destroi
uma grande quantidade de bacilos sensiveis, e os naturalmente resistentes ao fArmaco passam
a proliferar, surgindo uma nova cepa resistente ao mesmo. Este fato ocorreu com o uso inicial
da estreptomicina (Sm), no inicio da década de 1940; inicialmente, a medicagdo foi eficaz, mas
a seguir a TB ressurgiu resistente 8 Sm em varios pacientes (20).

O tipo de resisténcia apresentado por uma dada cepa de M. tuberculosis, pode ser
classificado em dois grupos: a) resisténcia priméaria, quando o individuo nunca tratado para TB
se contamina por bacilos ja resistentes; b) resisténcia secundaria ou adquirida, que surge em
pacientes com bacilos inicialmente sensiveis a um medicamento, mas que se tornam resistentes
por exposi¢do ao farmaco de forma incorreta (20).

De acordo com a OMS, a resisténcia a drogas por M. tuberculosis pode ser dividida
em varias classes: (i) monorresisténcia, quando a cepa de M. tuberculosis ¢é resistente a apenas
um farmaco de primeira linha; (ii) polirresisténcia, quando a cepa ¢ resistente a mais de um

farmaco de primeira linha, com exce¢do da rifampicina e isoniazida; (iii) resisténcia a Rif
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(RR), quando a cepa ¢ resistente somente a Rif; iv) resisténcia a multiplas drogas (MDR),
quando a cepa apresenta resisténcia simultdnea a Inh e Rif, podendo ou ndo apresentar
resisténcia a outras drogas de primeira linha; e (v) resisténcia extensiva a drogas (TB-XDR —
do inglés, extensively drug resistant TB), quando a cepa ¢ resistente a Inh e Rif, com ou sem
resisténcia a outras drogas de primeira linha, e € resistente a qualquer fluoroquinolona e pelo
menos um dos trés medicamentos injetdveis de segunda linha (capreomicina (Cap),
Canamicina (Kan) e Amicacina (Amk)) (6). Os casos de cepas MDR e XDR representam um
grande obstaculo para o controle da TB, uma vez que as cepas sdo resistentes a alguns dos
antibioticos mais importantes usados durante o tratamento. Uma vez que a resisténcia se
desenvolve, o tratamento ¢ completamente comprometido, j4 que o numero de células
resistentes aumenta e os organismos resistentes podem ser transmitidos para outros
individuos, levando a resisténcia primaria aos medicamentos, o que resultard na auséncia de
resposta clinica do paciente a terapia padrdo (6, 28, 34).

O advento da resisténcia de M. tuberculosis as principais drogas utilizadas no esquema
terapéutico anti-TB resulta na utiliza¢do de drogas de alto custo (fluoroquinolonas e drogas
injetaveis), menor eficacia e que geram mais efeitos colaterais. No Brasil, a OMS recomenda
o tratamento da infec¢do por cepas MDR em duas fases: intensiva e de manutencao. A fase
intensiva compreende o uso de no minimo 4 drogas potencialmente efetivas, sendo uma
fluoroquinolona (grupo 3 -moxifloxacina, gatifloxacina ou levofloxacina), uma das drogas
injetaveis (grupo 2 - Kan, Amk ou Cap), uma droga oral (grupo 4 - cicloserina, acido p-
aminossalicilico (PAS), teriziclona, protionamida ou etionamida) ¢ uma droga de reforgo
(grupo 5 — linezolida, ertapenem, imipenem/cilastatina, meropenem, claritromicina,
tioacetazona, amoxicilina/clavulanato, clofazimina, isoniazida em altas doses, bedaquilina ou
delamanid). Na fase de manutencdo, a droga injetavel deve ser retirada, e as outras drogas
devem ser mantidas por 12 meses apos a negativagdo dos exames bacteriologicos. Ja quando

se trata de TB-XDR, o tratamento deve ser individualizado de acordo com o histérico de
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tratamento do paciente e dos padrdes de resisténcia as drogas de primeira e segunda linha. A
OMS propde a utilizagdo de pirazinamida e/ou algum outro farmaco de primeira linha, a
utilizagao de fluoroquinolonas de ultima geragao (moxifloxacina ou gatifloxacina), ainda que
o teste de susceptibilidade demonstre resisténcia a levofloxacina e/ou Ofloxacina (Oflo), o
uso de uma droga injetavel para a qual a amostra bacterioldgica demonstrou sensibilidade,
sempre que possivel, a utilizacdo de dois ou mais agentes do grupo 5 e a utilizagdo de todos
os agentes do grupo 4 que ndo foram prescritos anteriormente. O tratamento em casos de

infeccao por cepas resistentes ¢ longo, podendo chegar a 24 meses (6, 35, 36).

1.8. Mecanismos de Resisténcia

Como mencionado acima, alguns mecanismos de resisténcia a drogas sao utilizados por
M. tuberculosis, e sdo também amplamente utilizados por outros microrganismos. Entre os
mecanismos comumente presentes em M. tuberculosis, podemos citar mecanismos de
modificacdo do alvo do farmaco, modificacio da via de ativacdo da droga, inativagdo

enzimatica da droga, assim como a utilizagdo de bombas de efluxo, como descrito abaixo (33).

Modificagdo do alvo do farmaco

O principal mecanismo envolvido em resisténcia a antibioticos em M. tuberculosis ¢ a
modificagao do alvo do farmaco, que decorre de mutagdes no DNA bacteriano e consenquente
modificagdo molecular dos alvos terapéuticos. Este ¢ o mecanismo mais comum em M.
tuberculosis, visto que sao mutagdes genéticas que podem acontecer naturalmente, € os
mutantes naturalmente resistentes podem ser selecionados quando ha exposicao a droga (37).
Por exemplo, M. tuberculosis pode apresentar mutagdes no gene gyrA, que levam a produgao

de uma proteina GyrA modificada. GyrA ¢ uma subunidade proteica da enzima DNA girase,
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fundamental para replicacdo e reparo de DNA e consequentemente para a divisao celular
ginsburg (37). A DNA girase ¢ inibida por fluoroquinolonas; porém, algumas mutagdes fazem
com que essa inibi¢do ndo aconteca ou seja minimizada, o que resulta na resisténcia da bactéria
a esta classe de antibidticos. Além da presenga de mutagdes génicas, outro mecanismo que pode
levar a modificag¢ao do alvo sdo alteragdes enzimaticas pos-traducionais ou pos-transcricionais

(37).

Modificag¢do da via de ativagdo do farmaco

Este mecanismo ¢ especialmente importante para as drogas antimicobacterianas que se
apresentam como pro-farmacos, e que dependem de enzimas de M. tuberculosis para sua
conversao para droga ativa, que ap6s modificadas se ligardo a seu alvo e apresentardo atividade
antibacteriana. S3o exemplos de drogas que utilizam este mecanismo a Inh e a Pza, que sdo pro-
farmacos que dependem das enzimas catalase-peroxidase (KatG) e pirazinamidase (PncA),
respectivamente para serem convertidas para sua forma ativa. Logo, mutagdes nos genes que

codificam estas proteinas levam a resisténcia ao pro-farmaco em questao (38-40).

Inativagdo enzimdtica da droga

A resisténcia aos - lactamicos, esta diretamente relacionada a inativagdo enzimatica da
droga. Esta classe de antimicrobianos por muito tempo nao foi empregada no tratamento da TB,
pois M. tuberculosis produz naturalmente enzimas -lactamases que inativam tais antibioticos.
Com o avanco das cepas resistentes, o uso destas drogas passou a ser necessario em alguns
casos, associando-se o uso dos [-lactdmicos com inibidores de [-lactamases como o
clavulanato. Atualmente, esta combinagdo pode ser empregada para o tratamento de casos de

TB causados por cepas MDR e XDR (41).
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Aumento do efluxo dos antibioticos

Bombas de efluxo sdo proteinas cuja fungao € o transporte de moléculas pequenas
através da membrana bacteriana, principalmente com o intuito de eliminar do citoplasma
compostos possivelmente toxicos (42). Na presenca de antibidticos, essas proteinas podem
atuar expulsando-os do interior da bactéria. Dessa forma, a capacidade de agao dos antibidticos
torna-se reduzida favorecendo a sobrevivéncia das bactérias, mesmo na presenca de drogas as
quais elas seriam naturalmente sensiveis na auséncia do mecanismo de efluxo (43). O aumento
do efluxo dos antibidticos faz com que este ndo consiga atingir concentragdes citoplasmaticas
necessarias para que possa interagir com seu alvo de maneira suficiente para causar morte
celular. Este mecanismo pode explicar casos em a resisténcia fenotipica a um dado antibidtico
pode ser detectada, mas ndo sdo encontradas mutagdes genéticas que justifiquem esta

resisténcia (42).

1.9. Deteccao de Resisténcia

A detecgdo rapida e precisa de cepas de M. tuberculosis resistentes aos farmacos ¢
fundamental para a escolha do regime de tratamento correto e consequente reducdao da
propagacao da doenca. Para isso, sdo realizados em laboratorio testes de sensibilidade de M.

tuberculosis a variados farmacos, através de métodos fenotipicos e moleculares.

Métodos fenotipicos de detecgdo de resisténcia a drogas em M. tuberculosis

Método das propor¢oes
O primeiro método fenotipico de deteccao da resisténcia ¢ chamado de método das

proporgdes, que foi descrito por Canetti, Rist e Grosset em 1963 (teste padrao) e em 1969 (teste
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simplificado). Esse método envolve o cultivo de M. tuberculosis em meio de cultura LJ, onde
as drogas sdo incorporadas antes da coagulacao do meio. A versao simplificada do teste, com
apenas uma concentracao da droga, ¢ a mais utilizada. Esta consiste em detectar a propor¢ao
de bacilos resistentes contidos em uma amostra de M. tuberculosis, frente a uma concentracao
da droga que ¢ capaz de inibir o desenvolvimento das células sensiveis, mas ndo o das células
resistentes “concentragao critica” (44). Brevemente, a cepa a ser testada ¢ semeada em meio
com e sem droga e incubada a 37°C. Entdo, ¢ realizada a contagens do nimero de coldnias
que crescem nos meios sendo utilizadas para determinar se uma amostra ¢ ou nao resistente
ao antibidtico. A propor¢do de colonias que devem crescer na presenga da droga para que a
amostra seja considerada resistente varia de acordo com a droga testada. A primeira leitura ¢
feita com 28 dias de incubacgdo para determinar se houve crescimento de colonias em numero
suficiente para interpretar os resultados. Em casos de resisténcia com contagem de colonias
suficiente para interpretar o resultado, o diagnostico de resisténcia pode ser obtido nesse
periodo. Se ndo houver resisténcia, deve-se aguardar a segunda leitura ao final de 42 dias.
Essa precaugdo ¢ para assegurar que nao seja emitido um resultado de falsa susceptibilidade

devido ao aparecimento tardio de colonias mutantes resistentes (14).

BACTEC MGIT 960 Mycobacterial Detection System

O outro método fenotipico utilizado ¢ o método automatizado BACTEC MGIT 960
Mycobacterial Detection System (Becton, Dickson & Company, New Jersey, USA), que se
baseia na deteccao do consumo de O» durante o cultivo de M. tuberculosis na presenca da
droga a ser testada. Como esse método ndo requer o crescimento completo da cepa, baseando-
se apenas no monitoramento de concentragdes de O; para detectar crescimento, ele ¢ mais
sensivel, gerando resultados em um periodo de 6 a 13 dias. Para realizagdo deste teste, o
Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT), tubo contendo meio de cultura para o cultivo

bacteriano, ¢ utilizado. Além de meio de cultura o tubo possui um anel de silicone contendo um
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composto fluorescente cuja emissdo ¢ inibida na presenca de oxigénio. Ao adicionar
micobactérias ao tubo, o crescimento bacteriano acarretara no consumo de oxigénio, o que
resultara na emissao proporcional de fluorescéncia, que ¢ medida pelo aparelho detector a cada
60 minutos (45). O equipamento interpreta o resultado do teste de sensibilidade quando a
unidade de crescimento (GU; Growth Unit) no tubo controle atinge o valor de 400 (geralmente
entre 4 e 13 dias). O aparelho entdo interpreta os resultados dos tubos com antibidticos em
sensiveis, quando o valor da GU do tubo for inferior a 100 e resistentes, quando o valor da GU
do tubo for igual ou superior a 100. Os pregos do aparelho e dos reagentes sdo excessivamente
altos para a maioria dos estabelecimentos publicos, o que impede seu uso de forma sistematica

(45).

Métodos moleculares de detec¢do de resisténcia a drogas em M. tuberculosis

Atualmente, métodos moleculares de diagndstico da tuberculose e de resisténcia a
drogas tém sido amplamente utilizados na clinica, por serem mais rapidos, eficientes e
apresentarem maior especificidade e sensibilidade. Os mecanismos genéticos associados a
multirresisténcia de M. tuberculosis geralmente envolvem mutagdes nos genes que codificam
as proteinas alvo dos farmacos. As mutacdes podem produzir trocas de aminoacidos, que
geram uma proteina com menos atividade ou menor afinidade pelo farmaco (46). Mutagdes
que modificam a acdo dos promotores dos genes, ¢ até mesmo seus reguladores, alterando a
sua expressdo génica, também sdo conhecidas (46). Alguns dos genes envolvidos na

resisténcia a farmacos no tratamento anti-TB podem ser observados no quadro 1.1 (47).
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X

Rifampicina

Isoniazida X X

Etambutol X

Pirazinamida X
Amicacina X
Canamicina X

Capreomicina

< X X X

Estreptomicina X
Ciprofloxacina X

Ofloxacina X

Quadro 1.1 - Genes envolvidos na resisténcia a farmacos antituberculose. O quadro relaciona os principais
genes envolvidos na resisténcia aos antibioticos em M. tuberculosis.

Sequenciamento

Um dos métodos moleculares de deteccdo de resisténcia considerado como padrao
ouro ¢ o sequenciamento dos genes mutados responsaveis pelo fendtipo de resisténcia.
Inicialmente, realiza-se uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para a delimitacdo e
amplificacdo da regido a ser analisada. A regido delimitada ¢ entdo sequenciada, e a sequéncia
de nucleotideos obtida ¢ alinhada com a sequéncia de referéncia para M. tuberculosis, para a
determinacdo de possiveis mutacdes e, consequentemente, do diagndstico de resisténcia

especifica a um determinado farmaco (48).

Multiplex allele-specific PCR

Outro método comumente utilizado € o Multiplex allele-specific PCR (MAS-PCR), ¢
rapido e simples para o diagnostico de resisténcia. Inicialmente esse método foi desenvolvido
a fim de identificar mutagdes no genoma humano relacionadas a fibrose cistica, mas logo foi
adaptado para o diagnostico de resisténcia a drogas em M. tuberculosis. A técnica consiste na
realizagdo de varias reacdes de PCR em um s6 tubo, usando um oligonucleotideo reverso
longo e diversos oligonucleotideos diretos pequenos e especificos para o diagnostico de

mutacdes nos codons de interesse (49).
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1.10. Metabolomica

A metabolomica ¢ um conjunto de ferramentas de andlise molecular integrado nas
chamadas metodologias “O6micas”, e que se referem a analises em grande escala da composicao
quimica de amostras bioldgicas complexas. Como o nome indica, a metaboldmica envolve a
caracterizacdo do metaboloma de sistemas bioldgicos, avaliando a presenga e niveis relativos
de pequenas moléculas, comumente conhecidas como metabolitos, nas amostras estudadas (50-
53). Metabolitos sao compostos de baixo peso molecular (até cerca de 1500 Da, apesar de
diferentes autores considerarem valores diferentes), que sdo uma representacdo do estado
metabdlico das amostras estudadas, e que também podem ser utilizados como impressdes
quimicas Unicas do metabolismo da amostra bioldgica em questdo (52, 54-57).

Existem duas abordagens distintas nas quais estratégias metabolomicas foram divididas,
metabolomica untargeted e targeted, sendo em geral utilizadas para investigar metabolitos
endogenos de forma qualitativa ou quantitativa, respectivamente (55, 58). A metabolomica
untargeted ¢ baseada na analise qualitativa de varios metabdlitos desconhecidos, fornecendo
uma visdo abrangente sobre o estado metabdlico do sistema bioldgico em estudo sem
conhecimento particular de cada metabolito. J4 a metabolomica targeted ¢ baseada em
metabolitos conhecidos que sdo de interesse do investigador e podem ser usados para a
descoberta ou validagdo de biomarcadores, em que estudos de quantificagdo relativa podem ser
realizados utilizando moléculas de referéncia para comparacao (52, 55, 59).

A metabolomica, ¢ uma das mais novas tecnologias 6micas, e que vem sendo utilizada
no campo de estudos de resisténcia a drogas (60). Esta ¢ uma ferramenta poderosa e com grande
potencial, que é considerada por muitos como complementar as outras ciéncias “Omicas”, como
protedmica, gendmica e transcriptdmica, acrescentando uma pega final para a pesquisa sobre
acdo de drogas, fisiopatologia de doencas, variagdo individual de resposta a drogas e no

conhecimento dos mecanismos responsaveis pela resisténcia aos medicamentos (55, 61-64).
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Duas técnicas analiticas sofisticadas que geralmente sao utilizadas para estudos
metabolomicos sao a ressonancia magnética nuclear (nuclear magnetic resonance - NMR) e a
espectrometria de massa (mass spectrometry - MS). A ressonancia magnética nuclear ¢ a
técnica mais simples das duas, uma vez que o fluido bioldgico ndo requer qualquer tratamento
fisico ou quimico antes da andlise, sendo capaz de analisar amostras bioldgicas intactas. A
NMR ¢ geralmente usada para detectar dtomos de hidrogénio em metabolitos. Este método
detecta os perfis especificos de absor¢ao de ressonancia de metabolitos em um campo
magnético. A maior vantagem da técnica da NMR ¢é que apos andlise por essa ferramenta as
amostras ainda podem ser analisadas por outras técnicas. Por outro lado, a principal
desvantagem ¢ sua baixa sensibilidade (52, 55, 65).

A espectrometria de massas baseia-se na conversdao de moléculas individuais em ions
para que possam ser movidos e manipulados por campos elétricos e magnéticos externos,
usando a diferenca na razdo de massa por carga (m/z) de &tomos ou moléculas ionizadas para
separa-los. A MS ¢ a técnica analitica mais utilizada na metaboldmica, pois fornece analises
rapidas com alta sensibilidade e seletividade, alta produtividade e alta precisao (52, 55, 65).

A GC-MS, que combina cromatografia gasosa (gas chromatography, GC) e
espectrometria de massa ¢ a mais utilizada no campo da metaboldmica. Este método apresenta
alta sensibilidade, mas requer um preparo da amostra demorado, principalmente quando se
analisam compostos ndo volateis que necessitam de derivatizagdo, ou seja, modificacdo dos
grupos funcionais do composto, a fim de aumentar sua volatilidade, diminuir a polaridade e
melhorar sua estabilidade (52, 55, 65, 66).

Atualmente, a LC-MS tem sido cada vez mais aplicada na pesquisa metabolomica. Ela
utiliza a cromatografia liquida (liquid chromatography, LC) acoplada a MS. Esta técnica
analitica apresenta alta sensibilidade e seletividade, além de ser de facil operacdo. A LC-MS
pode analisar muitas classes de compostos devido a grande variedade de fases estaciondrias

disponiveis, bem como diferentes modos de separacdo, como a elui¢cdo de fase reversa, com ou
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sem emparelhamento i6nico, interacao hidrofilica e troca idnica. No entanto, tem uma resolugao
cromatografica comparativamente mais baixa e uma relagao sinal/ruido mais elevada quando
comparada com a da GC-MS (52, 65, 66).

Na técnica de espectrometria de massas por infusdo direta (DI-MS), a amostra ¢
diretamente introduzida na fonte ESI sem separagdo cromatografica utilizando uma seringa. A
técnica DI-MS ¢ considerado um método de alto rendimento devido ao seu curto tempo de
analise. No entano, sua seletividade ¢ inferior a LC-MS por ndo ser possivel avaliar o tempo de
retencao dos metabolitos (52, 66).

A tltima técnica, CE-MS, que envolve o emprego de eletroforese capilar (capillary
electrophoreses, CE), promove a separacdo de compostos idnicos polares, e tem sido usada
como uma técnica complementar a LC-MS e GC-MS. Esta técnica apresenta alta eficiéncia na
analise de compostos polares e i0nicos em pouco tempo. No entanto, apresenta baixa
reprodutibilidade e sensibilidade quando comparada com as demais técnicas descritas (52, 55,
66). Todos esses métodos carregam suas proprias vantagens, desvantagens e poder preditivo.

Utilizando a abordagem metabolomica, centenas de diferentes compostos podem ser
analisados e identificados simultaneamente, permitindo a descoberta de novas atividades
enzimaticas e vias metabolicas (67). Até o momento varios grupos de pesquisa utilizaram essa
abordagem com o intuito de compreender melhor desde a a¢do de drogas de primeira e segunda
linha no metabolismo de M. tuberculosis, bem como para investigar as caracteristicas
metabdlicas de cepas de M. tuberculosis com mutagdes pontuais que conferem resisténcia a
uma determinada droga. Alguns destes estudos tém como principal objetivo desenvolver
regimes de tratamento mais curtos € mais eficazes (68-70).

Em 2012, Du Preez e colaboradores, caracterizaram a resisténcia a rifampicina através
de GC-MS, comparando o metabolismo de acidos graxos de duas cepas de M. tuberculosis
contendo mutag¢des em rpoB (S522L e S531L) com uma cepa wild type totalmente suscetivel a

Rif. Os resultados deste estudo demonstraram uma clara diferenciagdo entre os trés grupos de
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cepas analisados. Os autores identificaram metabolitos alterados nas cepas mutantes, indicando
uma diminui¢do na sintese de acidos graxos de cadeia ramificada ¢ um aumento na utilizagao
de acidos graxos de cadeia curta como fonte de energia. Além disso, a cepa contendo a mutagao
S531L, que ocorre em mais de 70% das cepas de M. tuberculosis resistentes a Rif, demonstrou
uma maior capacidade para usar essa fonte de energia alternativa quando comparada a cepa
contendo a mutagdo S522L, menos comum em cepas clinicas. Este foi o primeiro estudo que
associou a resisténcia a Rif e mutagdes em rpoB em M. tuberculosis com o metabolismo de
acidos graxos alterado, demonstrando assim o papel que a metabolomica pode desempenhar na
identificacdo de novos marcadores associados a resisténcia a drogas (68).

Considerando que a forma mais comum de resisténcia a drogas encontrada em amostras
de M. tuberculosis ¢ a monorresisténcia a Inh, varios estudos gendmicos e protedmicos ja
investigaram este fendmeno (69); no entanto, os mecanismos exatos relativos a como isso
ocorre, bem como as implicagdes disso na fungdo e estrutura dos organismos causadores de TB,
sdo apenas parcialmente compreendidos. Assim, Loots em 2014 utilizou a abordagem
metabolomica para identificar novas vias metabodlicas e biomarcadores que pudessem explicar
as caracteristicas fenotipicas associadas a mutacdo no gene katG e consequentemente a
resisténcia a isoniazida em M. tuberculosis. A fim de alcancar estes objetivos, os perfis de
metabdlitos de duas cepas resistentes a Inh e uma cepa wild type foram gerados e comparados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo (GCxGC-
TOF-MS). Através desta andlise foi demonstrada uma clara diferenca da composi¢ao
metabdlica das diferentes cepas, e os metabolitos que melhor separaram as mesmas foram
identificados. Os dados indicam que cepas resistentes a Inh, devido a uma mutag¢do no gene
katG, que codifica a enzima catalase peroxidase, apresentam maior susceptibilidade ao estresse
oxidativo e, consequentemente, adaptaram-se a isso aumentando a sintese de varios compostos

envolvidos no aumento da absor¢do e uso de alcanos e acidos graxos como fonte de carbono e
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energia e sintese de varios compostos diretamente envolvidos na redugao do estresse oxidativo
(69).

Em 2014, Nandakumar e colaboradores utilizaram cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas por tempo de voo (LC-TOF-MS) para identificar alteragdes
metabdlicas em cepas de M. tuberculosis induzidas por doses subletais de Inh, Rif e Sm,
respectivamente. Foi identificado um conjunto de alteracdes no metaboloma nestas condigdes
de cultivo; em uma andlise de agrupamento hierarquico, foi identificado um grupo de alteragdes
induzidas comuns aos trés antibidticos. Apesar de ter como alvo diversos processos celulares,
foi demonstrado nesse estudo que todas as trés drogas desencadeiam a ativagdo das isocitrato
liases (ICLs) de M. tuberculosis, enzimas metabdlicas comumente envolvidas no abastecimento
do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA). Foi demonstrado ainda que cepas de M. tuberculosis
deficientes em ICL sdo significativamente mais suscetiveis aos trés antibidticos do que a cepa
wild type, e que esta susceptibilidade pode ser resgatada quimicamente quando o M.
tuberculosis ¢ incubado na presenca de um antioxidante. Estes resultados identificam um papel
anteriormente ndo descrito para as ICLs de M. tuberculosis na defesa antioxidante como um
mecanismo de tolerancia a antibioticos (70).

Considerando toda a importancia e poder analitico, a metabolomica pode ser
considerada uma ferramenta poderosa para identificar variagdes metabolicas anteriormente
desconhecidas. Estudos como os relacionados anteriormente tem demonstrado que utilizando
uma abordagem metabolomica ¢é possivel avaliar desde os impactos das drogas no patogeno,
até os efeitos da resisténcia as drogas no metabolismo do patogeno. Assim, o presente estudo
visa sobretudo um entendimento mais amplo das diferencas entre os perfis metabolicos de cepas
de M. tuberculosis com diferentes perfis de susceptibilidade a drogas de primeira e segunda
linha (S, MDR e XDR). Este entendimento ¢ necessario para que possamos identificar
marcadores moleculares que determinem os perfis de susceptibilidade com rapidez, tendo em

vista que o diagnostico de resisténcia € parte importantissima da clinica e os métodos atuais sao
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demorados, como ¢é o caso do método fenotipico BACTEC™ MGIT960™ Mycobacterial
Detection System, ou geram dados limitados, como ¢ o caso do Xpert® MTB/RIF que s6

detecta resisténcia a rifampicina.
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2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia a antimicrobianos representa um grande e constante desafio da saude
publica. Cepas resistentes a drogas dificultam o tratamento, diminuem as chances de cura e
favorecem o espalhamento de doencas infecciosas. Para que este problema seja contornado,
faz-se absolutamente necessaria a deteccdo ¢ monitoramento da resisténcia, de maneira rapida
e precisa. Casos de cepas de M. tuberculosis resistentes aos fAirmacos utilizados no tratamento
sao crescentes, e a OMS declarou a TB resistente a drogas uma urgéncia mundial. Assim, um
dos aspectos cruciais para o monitoramento e controle dessas cepas ¢ a rapidez com que a
deteccao de resisténcia ¢ alcangada. Atualmente, dois principais métodos de determinagdo da
resisténcia a antimicrobianos por M. tuberculosis sdo utilizados rotineiramente. O primeiro e
mais antigo ¢ o método das propor¢des, que envolve o cultivo da cepa a ser testada em meio
com ou sem a droga e, através da comparagao do numero de colonias capazes de se desenvolver
nestas condi¢des, determina-se susceptibilidade ou resisténcia da cepa, o que leva pelo menos
21 dias. O segundo é o método automatizado BACTEC™ MGIT960™ Mycobacterial Detection
System, que se baseia na quantificagdo relativa de crescimento bacteriano através de medigdes
do consumo de O»; neste teste, o resultado ¢ liberado em média, de 6 a 13 dias ap0s o inicio do
mesmo.

Apesar de amplamente utilizados, ambos os métodos de deteccdo da resisténcia
descritos acima possuem a desvantagem de necessitarem de dois ciclos de crescimento do
microrganismo, um para o isolamento do bacilo do espécimen clinico e outro para a realizagdo
do teste de susceptibilidade. Em fun¢do do cendrio atual da tuberculose no mundo, e do
crescente numero de cepas resistentes, o desenvolvimento de uma técnica que possa ser
realizada diretamente em uma cultura de M. tuberculosis, sem a necessidade de um ciclo
adicional de cultivo seria extremamente vantajosa, e aceleraria o tempo de detec¢do da

resisténcia de 4-21 dias para um maximo de 2 dias. Isso permitiria o inicio do tratamento
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adequado com maior antecedéncia, resultando em um maior sucesso do tratamento € menor
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos utilizados. Dessa forma, esse trabalho teve como
objetivo avaliar o uso da metabolomica como uma ferramenta que pudesse auxiliar na detec¢ao

de resisténcia com mais rapidez quando comparado aos métodos fenotipicos atuais.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar o perfil metabolico de cepas de M. tuberculosis sensiveis (S),
multirresistentes (MDR) e extensivamente resistentes (XDR) a drogas, objetivando identificar
marcadores moleculares que identifiquem perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos com

rapidez.

Objetivos Especificos

- Selecionar um grupo representativo de cepas do complexo M. tuberculosis da colecao
de culturas do Laboratdrio de Referéncia Nacional.

- Confirmar que as cepas selecionadas fazem parte do complexo M. tuberculosis através
do teste rapido de deteccao de antigeno MPT64.

- Determinar o perfil de susceptibilidade as drogas de primeira e segunda linha de cepas
de M. tuberculosis selecionadas através de métodos fenotipicos.

- Determinar a presenga de marcadores genotipicos de resisténcia a drogas em cepas de
M. tuberculosis selecionadas.

- Determinar o perfil metabdlico de cepas de M. tuberculosis que apresentem
sensibilidade (S), multirresisténcia (MDR) ou extensiva resisténcia as drogas (XDR).

- Utilizar técnicas de estatistica, analise de dados multivariados e analise classificatoria
para detectar padrdes nos perfis metabolicos que permitam a identificacdo do perfil de

susceptibilidade de cada cepa.
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4. METODOLOGIA

4.1. Fluxograma

A primeira etapa do presente estudo consistiu na selecao de cepas de M. tuberculosis de
diversas origens. Assim, foram selecionadas cepas de M. tuberculosis previamente isoladas de
amostras clinicas, e que fazem parte da cole¢ao de cepas do Laboratério de Referéncia Nacional
em Tuberculose e Micobacterioses Angela Maria Werneck, do Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga (CRPHF). Em seguida, a identidade das cepas como pertencentes ao complexo M.
tuberculosis foi confirmada através do uso do teste imunocromatografico de deteccdo de
antigeno MPT64 (SD, Yongin, Coréia). Em seguida, as cepas foram submetidas ao teste de
sensibilidade pelo método fenotipico BACTEC™ MGIT960™ MYCOBACTERIAL
DETECTION para farmacos de 1* e 2 linha. Apos a realizacdo dos testes de sensibilidade,
foram extraidos metabolitos e DNA das cepas para posterior analise por espectrometria de

massas e sequenciamento dos genes rpoB, katG, inhA, rrs e gyrA (Figura 4.1).

29



Selecdo de cepas do N Selecdo de cepas de

complexo %) acordo com perfil de

M. tuberculosis susceptibilidade

J J

Confirmagdo da

Sequenciamento dos

identidade das cepas Espectrometria de _
através do teste massas genes ’;1; (;i ’ g)l:j’ inhA,
imunocromatografico
MPT64

11

Determinagao do perfil
de susceptibilidade das —
cepas através do
MGIT

Analise de dados

Figura 4.1: Fluxograma do estudo. Fluxograma utilizado para realizacdo do trabalho.

4.2. Cepas Utilizadas

Ao todo, 53 cepas identificadas como pertencentes ao complexo M. tuberculosis,
provenientes da cole¢@o de culturas do Laboratério de Referéncia Nacional em Tuberculose e
Micobacterioses Angela Maria Werneck (CRPHF/ENSP/FIOCRUZ), armazenadas a -70°C,

foram utilizadas.

4.3. Confirmacao da Identidade das Cepas Utilizadas

As cepas foram submetidas ao teste rapido imunocromatografico SD Bioline TB Ag
MPT64 RAPID®, elaborado pela Standard Diagnostics, Inc. (SD, Yongin, Coréia), que utiliza
anticorpos monoclonais para detectar a proteina MPT64 (24 kDa), um antigeno especifico de
micobactérias do complexo M. tuberculosis codificado na regido de diferenciagdo RD?2.

Embora esta regido esteja presente na cepa de Mycobacterium bovis — BCG Moreau, que €
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utilizada para vacinagdo no Brasil que pode desencadear BCGite, esse teste ¢ recomendado pela
OMS para diferenciar Complexo M. tuberculosis das micobactérias nao causadoras de
tuberculose (MNT).

Para a realizacao do teste, uma alga bacteriologica descartavel estéril foi utilizada para
remover o crescimento bacteriano do meio solido LJ e produzir uma suspensao de bactérias em
um tubo com pérolas de vidro e 200 pL de dgua estéril. O teste € realizado com o auxilio de um
cassete, onde 100 pL da suspensdo de células sdo adicionados ao pogo de amostra, e o cassete
¢ entdo incubado a temperatura ambiente por 15-30 min. O cassete possui duas marcagdes
(Figura 4.2). A primeira delas ¢ a marcagdo “C”, que representa o controle do teste. Apds o
inicio do teste uma faixa rosa deve ser claramente identificada nesta marcagao; caso contrario,
o teste € considerado invalido. A segunda marcacao ¢ a “T”, que representa o teste propriamente
dito; a amostra flui através da membrana e o anticorpo conjugado com ouro coloidal liga-se ao
antigeno MPT64 presente na amostra, formando um complexo antigeno-anticorpo conjugado,
produzindo as linhas coloridas. Na auséncia do MPT64 na amostra testada, ndo ocorrerd
formagao da linha teste “T”. Caso haja a identificacdo de uma banda rosa na posi¢do “T” a
amostra ¢ considerada como positiva para MPT64, caracterizando-a como membro do
complexo M. tuberculosis. A auséncia da faixa rosa na posi¢cao "T" indica que a amostra ¢
negativa para o antigeno MPT64, e, portanto, caracteriza uma micobactéria ndo causadora de

tuberculose (Figura 4.2).
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POSITIVO: Banda nas posigoes T e C

Figura 4.2 - Representagio dos possiveis resultados do teste SD Bioline TB Ag MPT64 RAPID®. O painel
superior representa um resultado positivo para MPT64, quando a faixa rosa ¢ identificada nos marcadores “T” e
“C”, caracterizando a amostra como pertencente ao complexo M. tuberculosis. O segundo painel representa um
resultado negativo, quando a banda rosa s6 aparece na posigdo “C”, mas ndo na posi¢ao “T”. Ja os dois painéis
inferiores representam resultados invalidos. Em ambos os casos, a falta de coloragdo rosa na posi¢ao “C” indica
que a amostra ndo se espalhou por toda a superficie do teste, ou que a qualidade da amostra estava comprometida,
invalidando o resultado obtido. S: amostra; T: teste; C: controle.

4.4. Teste de Sensibilidade pelo Sistema BACTEC™ MGIT960™ MYCOBACTERIAL

DETECTION

Para realizagdo do teste de sensibilidade, as cepas foram semeadas em meio sélido L] e
incubadas a 37°C por aproximadamente 20 dias para obtengdo do crescimento bacteriano
necessario e posterior realizagdo dos testes de sensibilidade. Foram testados os firmacos de
primeira linha Rif, Iso, Sm e Emb (Becton, Dickson & Company, New Jersey, USA) e também
os farmacos de segunda linha Oflo, Amk, Cap e Kan (Sigma-Aldrich). Para tal, foi utilizado o
sistema automatizado BACTEC™ MGIT960™ MYCOBACTERIAL DETECTION (Becton,

Dickson & Company, New Jersey, USA).
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O sistema BACTEC MGIT 960 baseia-se na quantificagao relativa de crescimento
bacteriano através de medi¢des do consumo de Oa. O tubo de MGIT contém 8 mL de meio de
cultura Middlebrook 7H9, enriquecido com uma solugdo de acido oleico, albumina, dextrose e
catalase (OADC), e um anel fluorescente de ruténio, cuja fluorescéncia ¢ inibida por O,.
Periodicamente, o aparelho mede a fluorescéncia deste anel. Dessa forma, a medida que a
micobactéria cresce no meio de cultura e consome o Oz a fluorescéncia medida aumenta,
indicando crescimento bacteriano.

Para realizacdo do teste de susceptibilidade a drogas, uma alga bacteriologica
descartavel estéril foi utilizada para remover o crescimento bacteriano do meio sélido LJ e
produzir uma suspensao de bactérias em um tubo com pérolas de vidro de 5 mm de didmetro e
200 pL de agua destilada estéril. Em seguida, a suspensdo foi deixada em repouso por 15
minutos para decantar as particulas maiores e para evitar dispersdo de aerossodis. Foi retirado
cerca de 1 mL do sobrenadante e gotejado em um tubo contendo 4 mL de dgua destilada estéril,
ajustando a turvacdo da suspensdo até que ela correspondesse ao tubo nimero 1 (= 3x108
células) da escala nefelométrica de McFarland (padrao de turvacdo mais frequentemente
utilizado para determinar a intensidade da multiplicacio em meios de cultivo liquidos)
(McFarland, 1907). Entao 1 mL da suspensao acima foi diluida em 4 mL de 4gua destilada
estéril (suspensao 1:5) e 0,1 mL da suspensao em 10 mL de agua destilada estéril (suspensao
1:100). Feito isso, foi inoculado no tubo MGIT o controle de crescimento, representado por 0,5
mL da suspensdo 1:100. Nos tubos contendo os farmacos, foi adicionado 0,5 mL da suspensao
1:5 em cada um dos tubos contendo Rif (1,0 pg/mL), Iso (0,1 pg/mL), Sm (1,0 pg/mL), Emb
(5,0 pg/mL), Amk (1,0 pg/mL), Oflo (2,0 ug/mL), Kan (5,0 pg/mL) ou Cap (2,5 pg/mL). Ao
final, todos os tubos foram incubados no sistema BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickson &
Company). Como descrito acima, apos a adigdo da suspensdo bacteriana e posterior consumo
de O pelas bactérias, o anel de ruténio passa a emitir fluorescéncia de maneira proporcional ao

crescimento bacteriano, detectado pelo aparelho a cada 60 minutos. O resultado ¢ liberado, em
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média, de 4 a 13 dias apods o inicio do teste, quando o tubo controle atinge o valor de 400
unidades de crescimento (GU, Growth Units). O aparelho considera uma cepa sensivel quando
o crescimento do tubo com droga for menor que 100 GUs, e resistente quando este valor for

igual ou maior que 100 GUs.

4.5. Extracao de Metabdlitos

A partir dos resultados do teste de sensibilidade, foram selecionadas cepas para analise
metabolomica. Trés grupos de amostras foram utilizados neste estudo. Foram selecionadas 10
cepas sensiveis as drogas, 8 cepas que apresentaram MDR, caracterizada pela resisténcia
concomitante a Inh e Rif e o terceiro grupo de amostras foi composto por 10 cepas apresentando
XDR as drogas para o primeiro experimento e 8 cepas sensiveis as drogas, 9 cepas que
apresentaram MDR e 8 cepas apresentando XDR as drogas para o segundo experimeno. A XDR
se caracteriza pela MDR adicionada a resisténcia a ofloxacina e uma de trés drogas injetaveis
(amicacina, canamicina ou capreomicina).

Para realizar a extragdo de metabolitos, uma alga bacterioldgica descartavel estéril foi
utilizada para remover todo o crescimento bacteriano do meio solido LJ e produzir uma
suspensao de bactérias em um tubo com pérolas de vidro de 5 mm de didmetro e 2 mL de meio
liquido Middlebrook 7H9 contendo tween 80 e suplementado com OADC. Esta suspensao
bacteriana foi diluida 1:200 em meio liquido Middlebrook 7H9 e a densidade 6tica (600 nm)
da suspensao foi medida usando um espectrofotometro. A suspensao foi entdo diluida a fim de
se obter uma densidade otica de 5 para todas as amostras; o volume exato da suspensao
bacteriana usado na dilui¢do foi determinado de acordo com a densidade celular da suspensao,
para que todas as extragodes tivessem a mesma concentragdo de células por volume de meio. Em
seguida, volumes idénticos de cada amostra foram centrifugados por 4 minutos a 4.058 g, o

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 500 pL de acetonitrila 100% de alta
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pureza (Sigma-Aldrich). O pellet ressuspendido foi homogeneizado intensamente com auxilio
de um vortex para que desmanchasse, submetido a banho ultrassonico por 3 minutos e
centrifugado novamente por 4 minutos a 4.058 g. O sobrenadante foi coletado, filtrado,

utilizando filtros de seringa com poros de 0,22 um, e estocado a -20°C.

4.6. Espectrometria de Massas — Quadrupolo (Synapt G1)

As analises foram realizadas no Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) em colaboragdo com o Dr. Julio Jablonski Amaral e a Dra. Soraya de
Mendonga. As andlises foram realizadas através de espectrometria de massas com ionizagao
por eletrospray (ESI-MS) em um sistema de espectrometria de massas de alta resolugao
(HDMS) Synapt G1 (Waters, Brasil). O solvente no qual os extratos foram preparados foi
evaporado em uma centrifuga equipada com uma bomba de vacuo e as amostras secas foram
ressuspendidas em 1 mL de solugcdo de acetonitrila 60% (em agua), mantidas em banho
ultrassonico por 5 minutos, e centrifugadas a 14.000 g a 6°C durante 30 minutos. Cada amostra
foi dividida em duas partes, para as condi¢des de analise nos modos positivo e negativo. Para
as analises em modo positivo foi adicionado acido férmico a 0,1%; ja para o modo negativo foi
adicionado hidréxido de amodnio a 0,5%. O controle de qualidade das analises foi realizado com
uma mistura de todas as amostras, a qual foi injetada no inicio e no final das analises, assim
como apos cada grupo de 10 amostras. A calibracdao do espectrometro de massas foi realizada
com solugdo de acido fosforico na faixa de m/z 50 a 2.000. As amostras foram injetadas
aleatoriamente na vazao de 10 pL por minuto, e os espectros foram adquiridos na faixa de m/z
100 a 1.000 por cinco minutos em modo dindmico e tempo de varredura de 0,8 segundos. As
analises em modo positivo foram realizadas com voltagem do capilar em 3,2 kV, voltagens no
cone de amostragem e de extragdo respectivamente em 30 ¢ 5 V. Os parametros da fonte para

analise em modo negativo foram 3 kV no capilar, ¢ cone de amostragem e extragdo
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respectivamente em 50 e 6 V. Outros parametros experimentais incluem a temperatura da fonte
a 80°C, temperatura de dessolvatagao a 100°C, vazao do gas em 380 L por hora e voltagem da
célula de colisioem 6 V.

Os dados de espectrometria de massas foram adquiridos usando o software MassLynx ™
v.4.1 (Waters, Milford, MA, USA), sendo processados tanto por ferramentas deste mesmo
programa quanto pelo aplicativo MarkerLynx™ XS, incluso no mesmo pacote. Primeiramente,
os dados brutos foram transformados para modo centroide (valor da ponta de cada pico — linha
reta), usando-se a ferramenta “Accurate Mass Measure” e, em seguida, os dados resultantes das
massas foram processados usando-se o aplicativo MarkerLynx™, usando-se os seguintes
parametros: “analysis type” = “combined scan range”, “peak separation” (Da) = 0,02 e “marker
intensity threshold (counts)” = 3.000, 6.000 ou 12.000. Finalmente, foi gerada uma matriz de

dados bidimensional (m/z versus intensidade do pico) para cada grupo de amostras, sendo

exportada para um formato propicio para posterior analise dos dados.

4.7. Espectrometria de Massas — Quadrupolo — Orbitrap (Q Exactive™ Plus)

As analises foram realizadas no Laboratério de Apoio ao Desenvolvimento Tecnologico
(LADETEC) - Laboratorio de Protedmica (LabProt), do Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro em colaboragdo com o Dr. Fabio C. S. Nogueira, Dr. Joseph Evaristo
e Dra. Geisa Caprini. As andlises foram realizadas através de espectrometria de massas
acoplada a cromatografia liquida com ionizacao por eletrospray (ESI-MS) em um sistema de
espectrometria de massas de alta resolugao (HDMS) Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupole-
Orbitrap™ (Thermo Scientific).

Inicialmente, 100 pL das amostras em solugdo de 100% acetonitrila foram coletados e
o solvente foi evaporado em uma centrifuga equipada com uma bomba de vacuo. Em seguida,

as amostras secas foram reconstituidas em 200 pL de metanol 5% (em agua). O controle de
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qualidade das analises foi realizado com uma mistura de todas as amostras, contendo 10 uL de
cada amostra em 200 pL de metanol 5%, a qual foi injetada no final das andlises de cada grupo
de 7 amostras. Além disso, uma amostra controle contendo apenas acetonitrila 100% evaporada
e reconstituida com 200 pL metanol 5% foi injetada em triplicata técnica.

A calibrag¢ao do espectrometro de massas foi realizada antes das aquisi¢oes, utilizando
solugdo de calibragdo comercial (Thermo Scientific, San Diego, USA) para o modo positivo na
faixa de m/z de 195 a 1.522, e para o modo negativo na faixa de m/z de 265 a 1.680. A etapa de
cromatografia liquida foi realizada utilizando uma coluna Cg Zorbax 2.1 x 50 mm, poro de 1,8
um (Agilent) em um fluxo de 500 pL/min durante uma corrida cromatografica de 15 min
utilizando como fase movel metanol contendo 0,1% de 4cido férmico (fase B) em um gradiente
de: 0-1 min - 5% fase B, 9 min - 60% fase B, 10 min - 100% fase B, 12 min - 100% fase B, 13
min - 5% fase B, 15 min - 5% fase B, faixa de m/z de 67 a 1.005, em modo profile, com
resolucdo de 70.000 em FullMS. A tensdo do cone de amostragem foi ajustada para +4,0 kV
em modo positivo. A temperatura do capilar foi ajustada para 320°C, e o nivel de radio
frequéncia aplicada a lente foi de 50 (unidade arbitraria). O gas de dessolvatagdo foi nitrogénio
de alta pureza, a uma vazao de 5 L/h a 50°C. O AGC (controle de ganho automatico) foi de
1x10° e 0 méaximo de IT (ion trap - armadilha de ions) de 50 ms. Os perfis de MS? foram
adquiridos como dependentes de dados (DDA — data dependent acquisition) dos 15 ions mais
abundantes a cada 100 ms, com 17.500 de resolugdo, em modo centréide, AGC 1x10° e maximo
IT de 100 ms. A janela de isolamento usada foi de 2,0 m/z e desvio de 0,5 m/z. A energia de
colisdo (CE — colision energy) foi alternada entre 15/20/30 eV.

Os dados de espectrometria de massas foram adquiridos utilizando o software
Xcalibur™, sendo processados pelo software de identificacio de pequenas moléculas
Compound Discoverer 2.1 (Thermo Fisher Scientific, USA) utilizando o fator de estudo
Categorical Factor para identificar os diferentes grupos de amostras e realizar razdes entre os

mesmos. O fluxograma de trabalho escolhido para o software foi o Untargeted Metabolomics
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with Satatistics Detect Unknowns with ID using Online Databases. Os bancos de dados
utilizados pelo software para realizar identificacdes putativas foram ChEMBL, E. coli
Metabolome Database, Human Metabolome Database, KEEG, LipidMAPS, MassBank e

Metabolights.

4.8. Analise de Dados

Para estimar as diferengas na composi¢do metabodlica entre cepas de M. tuberculosis
pertencentes aos grupos com diferentes perfis de susceptibilidade a drogas, primeiramente
utilizamos o software Microsoft Excel® para filtrar os dados para incluir apenas metabolitos
que foram identificados em um numero significativo de amostras (80%) de pelos menos um
dos grupos de amostras testadas (S, sensiveis; MDR, multidrug resistant, XDR, extensively
drug resistant). Ap6s, foi realizada uma analise de componente principal (Principal Component
Analysis, PCA) utilizando o software MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca), com o
intuito de se identificar variagdes gerais na composi¢ao metabdlica comparativa entre 0s grupos
testados. Entdo, os niveis relativos dos metabolitos detectados foram comparados entre os
grupos de amostras. Para isso, médias das intensidades foram calculadas para cada um dos trés
grupos de amostras. Razdes entre estas médias foram entdo obtidas, e metabolitos com
diferengas de 2 vezes ou mais em qualquer uma das comparagdes executadas (S versus MDR,
S versus XDR e MDR versus XDR) foram selecionados como potencialmente interessantes.
Posteriormente, testes ¢ de Student foram realizados com estes metabolitos, e aqueles mostrando
diferengas estatisticamente significativas (p<0.05) foram entdo selecionados como potenciais
marcadores dos diferentes grupos examinados. A partir destes dados, também com auxilio do
software MetaboAnalyst, foram realizadas analises de agrupamentos hierarquicos com base no
grau de similaridade dos perfis de abundancia dos metabolitos com maior poder discriminatorio

entre os grupos, de modo a gerar dendrogramas. Além das analises utilizando o MetaboAnalyst,
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foram realizadas analises manuais utilizando os softwares Microsoft Excel® e GraphPad Prism,
a fim de gerar graficos representativos da abundancia relativa dos ions em um determinado

grupo de cepas.

4.9. Extracio de DNA

O protocolo de extracdo de DNA de cepas de M. tuberculosis utilizado divide-se em
duas fases e foi desenvolvido no Laboratoério de Referéncia Nacional em Tuberculose do
CRPHF. Na fase A, com auxilio de uma alga bacterioldgica descartavel estéril, parte da cultura
bacteriana foi retirada do meio sélido LJ e transferida para um microtubo de 2 mL contendo
pérolas de vidro e agitadas intensamente por 1 min com auxilio de um vortex. Em seguida, 300
puL de TE (pH 8,0 - Tris 10 mM+ EDTA 1 mM) e Triton X100 1% (pH 8,0) foram adicionados,
e novamente a solugdo foi agitada intensamente por 1 minuto. Apos a agitagdo, os microtubos
foram colocados em repouso a temperatura ambiente por 8 min. Na fase B, 100 pL do tampao
de lise (partes iguais de TE-Triton a 1%, Chelex 100 a 15% e Tween 20 a 0,5%) foram
adicionados em microtubo com capacidade de 0,5 mL e adicionados 50 uL da mistura obtida
na Fase A de extragdo. Entdo, a solugdo foi agitada por 1 min e aquecida em um termociclador
PTC-100 (MJ Research, Inc., Quebec, Canadd) por 20 min a 100°C. Em seguida, a solucao foi
agitada novamente por 2 min e centrifugada a 4.058 g por 8 min para obter duas camadas

distintas. O sobrenadante desta solugao foi utilizado como molde na técnica de PCR.

4.10. Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR) para Amplificacio Parcial dos Genes

rpoB, inhA, katG, gyrA e rrs

Para amplificacdo dos genes alvos foi feito um mix para a reacdo de PCR contendo agua

estéril gsp 50 uL, 5 pL de tampao de reacdo 10X, 3 uL de MgCl, (50 mM), 0,4 pL do mix de
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dNTPs (cada dANTP - 25 mM), 0,2 pL da enzima Taq Polimerase (5 U/uL — Invitrogen,
Carlsbad, USA) e 1 puL de cada um dos primers (20 pmoles/uL). Os primers obtidos da
Integrated DN A Technologies, o volume do DNA das amostras assim como as etapas de reagao
de amplificacdo para cada gene estdo descritos abaixo no quadro 4.1. Todas as reagdes de
amplificacdo foram realizadas em um termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Waltham, USA). Para o gene katG foi utilizado 0,3 pL da enzima Taq Polimerase

(5 U/uL — Invitrogen, Carlsbad, USA) e para os genes gyrA4 e rrs o volume de MgCl, (50 mM)

foi 1,5 pL.

Gene Primer - Forward Primer - Reverse Reacao de amplificagao

1. Desnaturagdo a 96°C por 5 min.; 2. Desnaturagdo 28 ciclos de 50 segundos a|
poB 5'TCGACGCTGACCGAAGA3 5'GACGTCCATGTAGTC3' 95°C; 3. Anelamento 4 segundos a 54°C; 4. Extensao por 30 segundos a 72°C e 5.
Extensé&o final de 3 min a 72°C

1. Desnaturacao a 95°C por 4 min. 2. Desnaturagao 35 ciclos de 30 segundos a|
inhA 5’CAGCCACAGCGCTTTTGCA3’ 5’CCTCGACCGGACCCTGGT3’ 95°C; 3. Anelamento 30 segundos a 60°C; 4. Extensado por 60 segundos a 72°C ¢
5. Extenséo final de 4 min a 72°C

1. Desnaturacao a 96°C por 3 min. 2. Desnaturacao 25 ciclos de 30 segundos a|
katG 5’CAAGGAAGCCACCTGGCTC3’ 5'TCTCGGTGGATCAGCTTATA3’ 96°C; 3. Anelamento 40 segundos a 54°C; 4. Extensdo por 60 segundos a 72°C ¢
5. Extens&o final de 7 min a 72°C

1. Desnaturagdo a 95°C por 2 min. 2. Desnaturagao 20 ciclos de 60 segundos a|
94°C; 3. Anelamento 60 segundos a 72°C 4. Extensao de 60 segundos a 72°C 5,
Desnaturagao 30 ciclos de 60 segundos a 94°C, 6. Anelamento 60 segundos a|
60°C; 7. Extensao 60 segundos a 72°C e 8. Extensao final de 10 min. a 72°C.

1. Desnaturacdo a 94°C por 2 min. 2. Desnaturagdo 20 ciclos de 60 segundos a
94°C; 3. Anelamento 60 segundos a 72°C 4. Extensao de 60 segundos a 72°C 5|
s 5’ GTGAGATGTTGGGTTAAGTCC3’ 5 TGGTGCTCCTTAGAAAGGAG3’ Desnaturagao 30 ciclos de 60 segundos a 94°C, 6. Anelamento 60 segundos a|
62°C; 7. Extensdo 60 segundos a 72°C e 8. Extensao final de 10 min. a 72°C.

grd 5’CCGGATCGAACCGGTTGAC3’ 5'GTTAGGGATGAAATCGACTG3’

Quadro 4.1 - Etapas de reacio de amplificacio para amplificaciio parcial dos genes rpob, inhA, katG, gyrA
e rrs. O quadro relaciona a sequéncia dos primers utilizados assim como as etapas de reagdo de amplificagdo para
cada gene.

promotor operon fabG1::inhA
\ A\
N
- @@
543 pb
rpoB F rpoB R gyrAF gyrAR
\ ’ ‘ ) 0 > D —

753 pb 427 pb

katG F katG R rrs F rrs R
e — L — —

660 pb 481 pb

Figura 4.3 — Desenho dos primers utilizados nesse estudo. Desenho dos primers forward e reverse utilizados
no PCR dos genes inhA, rpoB, katG, gyrA e rrs.
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4.11. Eletroforese

Os produtos da PCR foram observados através de eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tampao Tris-Borato-EDTA 1X (pH 8,2) (TBE). O gel foi preparado em cuba com pentes
que fazem a separagdo dos pogos, onde foram aplicados os produtos de cada PCR. Cada gel foi
colocado em uma cuba de eletroforese horizontal (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil)
contendo tampao TBE 1X. Em cada pogo foi acrescentada uma solucdo contendo 2 uL de
solucao tampao da amostra (ABF), composta por sacarose, acido etileno diamino tetra-acético
(EDTA), azul de bromofenol e 4gua destilada, 1 pL de GelRed™ (Biotium, Hayward, USA) e
2 uL da amostra da PCR. Além disso, em um dos pogos foi aplicado o marcador de peso
molecular, 100 bp DNA Ladder (EasyPath, Sao Paulo, Brasil). Cada gel foi submetido a uma
corrente elétrica de aproximadamente 100 V por cerca de 30 minutos. Apos o término da corrida
eletroforética, o gel foi observado em um transiluminador MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging
Systems, Jerusalem, Israel), sob a incidéncia de luz UV no comprimento de onda de 310 nm.
Os tamanhos dos fragmentos foram estimados através da comparagdo com o marcador de peso

molecular.

4.12. Purificacao dos Produtos da PCR

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o Ilustra GFX PCR DNA and Ge/
Band Purification Kit (GE-Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Este kit contém tubos
coletores e colunas para a purificagdo de DNA. Em cada tubo com DNA, foi adicionado 500
uL da solucao “Capture buffer type 3” e os tubos foram centrifugados por 30 segundos a 16.089
g, descartando-se em seguida a solugao que atravessou a coluna. Logo apo6s, foi adicionado 500
uL da segunda solugao “Wash buffer type 17, e centrifugou-se os tubos por mais 30 segundos a

16.089 g. Depois de descartar a solugao e o tubo coletor, a coluna foi colocada dentro de um
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novo microtubo, onde foi adicionada a solugdo “Elution buffer type 6” em um volume que
variou entre 35 a 50 uLL dependendo da intensidade da banda visualizada no gel de eletroforese:
quanto mais forte a banda mais solug¢ao tampao foi adicionada. Ap6s 2 minutos a temperatura
ambiente, centrifugou-se cada microtubo por 2 minutos a 16.089 g ¢ o liquido contendo o

produto da PCR purificado foi estocado a -20°C.

4.13. Reacio de Sequenciamento

Para a realizacdo da reagdo de sequenciamento, utilizou-se uma microplaca de 96 pogos,
que foi montada a fim de realizar o sequenciamento das duas fitas, forward e reverse. Em cada
poco foi adicionada uma solu¢do contendo os seguintes reagentes: 1 pLL do tampao de diluicao
5X, 1,5 pL de dgua Milli-Q estéril, 1,5 pL de Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1
(Applied Biosystems), 4 pL do primer (0,8 pmoles/uL) e 2 uL do produto da PCR
correspondente. A microplaca foi incubada em um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems), sendo utilizado o seguinte ciclo: 96°C por 1 minuto para desnaturagao
inicial e 25 ciclos de 95°C por 10 segundos para desnaturacdo, 50°C por 5 segundos para

anelamento e 60°C por 4 minutos para extensao dos fragmentos.

4.14. Precipitacdo da Reacdo de Sequenciamento

Para precipitar o DNA amplificado na reacdo de sequenciamento foram adicionados 2,5
puL de EDTA 125 mM, pH 8, em cada poco e as solu¢des foram homogeneizadas com o auxilio
de uma micropipeta. Em seguida, 30 pL de etanol 100% foram adicionados em cada pogo. A
placa foi entdo selada com uma tampa de silicone e brevemente agitada em vortex para misturar
o conteudo. A placa foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente ao abrigo de luz, e,

entdo centrifugada por 45 minutos a 1.650 g em centrifuga refrigerada a 4°C. Ao término da
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centrifugacdo o sobrenadante foi descartado vertendo-se a placa suavemente sobre um papel
absorvente, e foi realizada uma breve centrifugacao com a placa invertida para remover o etanol
adicionado. Apds, 30 puL de etanol 70% foram adicionados em cada pogo e a placa foi
centrifugada novamente em centrifuga refrigerada a 4°C por 15 minutos a 1.650 g. Ao término
da centrifugacdo o sobrenadante foi descartado suavemente e foi realizada uma breve
centrifugacdo com a microplaca invertida. A placa foi entdo colocada para secar, ndo vedada,
em um termociclador a 60°C por 10 minutos, com a tampa aberta e coberto com papel aluminio,

para nao haver exposi¢ao a luz.

4.15. Desnaturacio

Foram adicionados 10 pL de formamida HI-DI (Applied Biosystems) em cada pogo.
Para que ocorresse a desnaturacao, as microplacas foram centrifugadas brevemente e colocadas
em um termociclador Peltier Thermal Cycler MJ96+/MJ96G (Biocycler, Ramsey, USA) a

95°C por 3 minutos, ¢ em seguida colocada em uma cuba com gelo por 10 minutos.

4.16. Sequenciamento

Logo apds a desnaturagdo do DNA a microplaca foi levada para o sequenciador modelo
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para eletroforese e detec¢do fluorimétrica

automatizada.

4.17. Analise das Sequéncias

As sequéncias foram editadas utilizando o programa ChromasPro v. 1.5. Logo ap0s, as

sequéncias foram analisadas utilizando um programa de alinhamento, BLAST (Basic Local
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Alignment Search Tool), disponivel online (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que
permite a comparagao das sequéncias obtidas com as sequéncias de cepas tipo obtidas do

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Analises de mutagoes foram realizadas

utilizando-se o programa ApE A Plasmid Editor, desenvolvido na University of Utah e

disponivel gratuitamente online (http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/).
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5. RESULTADOS

As 53 cepas de M. tuberculosis incluidas nesse estudo foram avaliadas quanto a sua
sensibilidade aos farmacos de primeira (estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol) e
segunda linha (amicacina, ofloxacina, kanamicina e capreomicina) através do sistema
BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System (BD, New Jersey, USA). Como tais
cepas fazem parte da cole¢do de culturas do laboratoério, resultados de alguns testes de
sensibilidade ja estavam disponiveis. Tais resultados foram usados para guiar a escolha de cepas
com diferentes perfis de susceptibilidade. Estas cepas foram entdo testadas novamente para
todas as drogas citadas, independentemente de existéncia de resultados anteriores (Tabelas 5.1
e 5.2).

Ap0s o resultado desta andlise, visando avaliar potenciais diferengas metabodlicas entre
as amostras dos grupos com perfis de susceptibilidade distintos, foram selecionadas algumas
amostras de cada um destes grupos para as etapas subsequentes. Assim, 10 cepas sensiveis as
drogas de primeira linha (S1-S10), isto é, estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol
foram selecionadas. Foram também selecionadas 8 cepas apresentando MDR, a qual ¢
caracterizada pela resisténcia concomitante a Inh e Rif (M1-M8). O terceiro grupo de amostras
foi composto por 10 cepas apresentando XDR, que se caracteriza pela resisténcia concomitante
a Inh e Rif adicionada da resisténcia a Oflo e uma de trés drogas injetaveis (Amk, Kan ou Cap)
(X1-X10). Para evitar que multiplos fatores fossem introduzidos nas nossas comparacgdes,
dificultando assim a analise dos resultados obtidos, foram selecionadas amostras com perfis de
susceptibilidade o mais semelhante possivel. Assim, as cepas MDR escolhidas apresentam
resisténcia apenas a isoniazida e rifampicina, sendo sensiveis a todas as outras drogas, de
primeira e segunda linha. Quanto as cepas XDR, em alguns casos os perfis de susceptibilidade
as drogas injetaveis ndo foram idénticos; isto ocorreu porque ndo havia cepas suficientes em

nossa cole¢ao com os mesmos perfis de susceptibilidade a estas drogas. Assim, selecionamos
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cepas com perfis de susceptibilidade os mais proximos possiveis, de modo a minimizar a
variabilidade dos resultados (Tabela 5.1). As 28 amostras foram entdo estudadas quanto aos

seus perfis metabodlicos, como descrito em detalhes abaixo.
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Tabela 5.1 — Cepas selecionadas para o primeiro experimento e seus resultados de
deteccdo do antigeno MPT64 e testes de susceptibilidade.

Cepa MPT64 Sm Inh Rif Emb Amk Oflo Kan Cap
S1 + S S S S S S S S
S2 + S S S S S S S S
S3 + S S S S S S S S
S4 + S S S S S S S S
S5 + S S S S S S S S
S6 + S S S S S S S S
S7 + S S S S S S S S
S8 + S S S S S S S S
S9 + S S S S S S S S

S10 + S S S S S S S S
MDRI1 + S R R S S S S S
MDR2 + S R R S S S S S
MDR3 + S R R S S S S S
MDR4 + S R R S S S S S
MDRS5 + S R R S S S S S
MDR6 + S R R S S S S S
MDR?7 + S R R S S S S S
MDRS8 + S R R S S S S S
XDRI1 + R R R S R R R R
XDR2 + R R R S R R R R
XDR3 + S R R S R R R R
XDR4 + S R R S R R R R
XDRS5 + R R R R R R R R
XDR6 + R R R S R R R R
XDR7 + R R R R R R R R
XDR8 + R R R R R R R R
XDR9 + R R R R R R R R

XDR10 + R R R R R R R R

+: resultado positivo no ensaio de detec¢do do antigeno MPT64. Sm: estreptomicina; Inh: isoniazida; Rif:
rifampicina; Emb: etambutol; Amk: amicacina; Oflo: ofloxacina; Kan: canamicina; Cap: capreomicina. R:
resistente; S: sensivel.

Ap0s obtencdo dos resultados, um segundo grupo de amostras foi selecionado. Para
simplificar o texto e facilitar sua compreensao, estas duas andlises independentes sao chamadas,

ao longo desta dissertagdo, de primeiro e segundo experimentos. Assim, para o segundo
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experimento foram selecionadas outras 8 cepas sensiveis as drogas de primeira linha (S11-S18),
9 cepas apresentando multirresisténcia (M9-M17) e 8 cepas apresentando extensiva resisténcia
as drogas (X11-X18). Assim como no primeiro experimento, ¢ pelo mesmo motivo, os perfis
de susceptibilidade as drogas injetaveis das cepas utilizadas no segundo experimento nao foram

idénticos (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 — Cepas selecionadas para o segundo experimento e seus resultados de

deteccdo do antigeno MPT64 e testes de susceptibilidade.
Cepa MPT64 Sm Inh Rif Emb Amk Oflo Kan C
S11 +

S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
MDR9
MDRI10
MDRI11
MDR12
MDR13
MDR 14
MDRI15
MDR16
MDR17
XDR11
XDR12
XDR13
XDR14
XDR15
XDR16
XDR17
XDR18 + R R R R

+: resultado positivo no ensaio de detec¢do do antigeno MPT64. Sm: estreptomicina; Inh: isoniazida; Rif:
rifampicina; Emb: etambutol; Amk: amicacina; Oflo: ofloxacina; Kan: canamicina; Cap: capreomicina. R:
resistente; S: sensivel.
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As cepas selecionadas foram entdo submetidas a analises por espectrometria de massas
de alta vazao para determinacao de seus perfis metabolicos. Para isso, crescimento bacteriano
das diferentes cepas em meio sélido LJ foi coletado e utilizado para gerar uma suspensao
bacteriana em meio liquido 7H9 a uma densidade 6tica (600 nm) de 5. O meio liquido foi
removido e células obtidas por centrifuga¢do. Os metabolitos foram extraidos das células com
acetonitrila para obten¢do de seus metabolitos. Os extratos evaporados e resuspendidos em 1
mL de acetonitrila 60% (em agua) foram divididos em duas partes, uma parte foi injetada com

adicdo de 4acido férmico a 0,1% para analise em modo positivo e a outra com adi¢do de
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hidroxido de amonio a 0,5% para o modo negativo. Assim, as duas partes dos extratos das
diferentes amostras foram injetados aleatoriamente a 10 uLL por minuto, € os espectros foram
adquiridos na faixa de m/z 100 a 1.000. Os dados brutos de espectrometria de massas adquiridos
pelo software MassLynxTM e transformados para o modo centroide utilizando a ferramenta
“Accurate Mass Measure”, foram processados através do aplicativo MarkerLynxTM. Assim,
foram detectados um total de 3.372 metabolitos no primeiro experimento. Destes, 1.958
metabdlitos foram detectados em ionizacdo negativa, enquanto 1.414 metabdlitos foram
detectados em ionizagao positiva (Tabela 5.3).

A primeira etapa de avaliagdo dos resultados brutos obtidos por espectrometria de
massas envolveu a realizacdo de andlises de componentes principais, com o objetivo de
identificar diferengas globais em padrdes metabolicos de diferentes grupos de amostras.
Graficos de PCA foram gerados utilizando o software online MetaboAnalyst
(http://www.metaboanalyst.ca) baseando-se nos dados brutos obtidos em ionizagao positiva ou
negativa, separadamente. O grafico de PCA dos dados de ionizacdo negativa (ESI neg) nao
revelou uma separagdo significativa entre os diferentes grupos, e o perfil metabolico de todos
os isolados mostrou-se semelhante. J4 o grafico de PCA dos dados de ionizagado positiva revelou
uma separa¢do mais proeminente entre os grupos de amostras, como pode ser observado na
Figura 5.1. Os graficos de PCA (ESI pos e neg) nao foram capazes de discriminar com clareza
amostras pertencentes aos diferentes grupos, apesar de sugerirem que hd uma divergéncia

metabdlica entre os grupos de amostras estudados.
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b) ESI neg Scores Plot
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Figura 5.1 — Analises de componentes principais (PCA) do primeiro experimento. Grafcos de PCA gerados
com o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) de todos os ions detectados em modo
positivo e negativo dos trés grupos de amostras de M. tuberculosis (S, MDR e XDR). S: sensivel; M:
multirresistente; X: extensivamente resistente. a) ESI pos; b) ESI neg. + verde: sensivel; x azul: XDR; tridngulo
vermelho: MDR.

Uma vez observado uma possivel alteracdo metabdlica em cepas com diferentes niveis
de resisténcia a antimicrobianos, a segunda etapa do estudo envolveu uma andlise mais
minuciosa dos metabolitos alterados entre os grupos testados. Para isso, foi realizada uma
selecdo para avaliar apenas metabdlitos que foram detectados em um numero minimo de
amostras de pelo menos um dos grupos testados. Isto porque o valor preditivo de um metabélito

que tenha sido identificado apenas em, por exemplo, duas das cinco amostras de cada um dos
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grupos foi virtualmente nulo. J4 metabolitos que foram detectados na maioria das amostras de
um dos grupos, mas ausentes dos outros, possuiram um potencial preditivo maior. Assim, os
dados foram filtrados para incluir apenas metabolitos que foram detectados em pelo menos 80%
das amostras de um ou mais dos grupos avaliados (S, MDR, XDR). Ao fazer essa filtragem,
obteve-se ainda um total de 1.175 metabdlitos, tendo sido 1.118 detectados em modo negativo
e 57 detectados em modo positivo no primeiro experimento.

A partir destes dados foram realizadas andlises de agrupamentos hierarquicos com base
no grau de similaridade dos perfis de abundancia dos 25 (Figura 5.2 ¢ 5.3) e 5 (Figura 5.4 e 5.5)
metabdlitos com maior poder discriminatorio entre os grupos de modo a gerar dendrogramas.
Estas andlises foram realizadas no software MetaboAnalyst. Como j4 havia sido observado na
analise de componentes principais, pudemos notar pelos dendrogramas e nos heat maps
gerados, que de fato hd uma melhor separaciao dos grupos de amostras com diferentes perfis de
susceptibilidade em modo positivo (Figuras 5.2 e 5.4). Com base nos dados do primeiro
experimento, foi observado em modo positivo uma notavel separacdo do grupo de cepas XDR
com relacdo aos grupos de cepas sensiveis e MDR, com todas as cepas XDR agrupando
separadamente do restante das cepas. Além disso, pode-se observar uma separagdo razoavel
entre amostras S e MDR, com 8 das 10 cepas sensiveis e 6 das 8 cepas MDR constituindo um
grupo independente cada (Figura 5.2). Entretanto, o grupo de cepas XDR apresentou uma cepa
ndo-XDR, assim como o grupo de cepas sensiveis apresentou uma cepa nao-sensivel e o grupo
de cepas MDR apresentou duas cepas nao-MDR. J4 em modo negativo, foi observada uma boa
separagdo do grupo de cepas S com relacdo aos grupos de cepas MDR e XDR, com 8 das 10
cepas sensiveis se agrupando. Entretanto, houve também neste grupo a inclusdo de uma cepa
ndo-sensivel. Ja com relagdo as cepas MDR e XDR, a anélise em modo negativo ndo permitiu

a separacao entre esses dois grupos (Figura 5.3).
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Figura 5.2 — Analise de agrupamento hierarquico em modo positivo do primeiro experimento. Dendrograma
e heat map gerados usando o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos
em modo positivo, com base nos 25 ions com maior poder discriminatério. Cada barra horizontal representa um
metabdlito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabdlito em
cada amostra é representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel, M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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Figura 5.3 — Anailise de agrupamento hierarquico em modo negativo do primeiro experimento. Dendrograma
e heat map gerados usando o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos
em modo negativo, com base nos 25 ions com maior poder discriminatério. Cada barra horizontal representa um
metabdlito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabolito em

7

cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel, M: multirresistente; X: extensivamente resistente.

Quando consideramos apenas os 5 ions com maior poder discriminatdrio detectados, foi
observado no primeiro experimento através da analise de agrupamento hierarquico, que hd uma
excelente separacao de amostras sensiveis dos demais grupos, € uma boa separa¢cdo de amostras
XDR com relagdo as amostras MDR em modo positivo. Com relagdo as cepas sensiveis, 8 das
10 amostras analisadas formaram um grupo do qual nenhuma amostra resistente fez parte.
Quanto as cepas XDR, a separagdo também foi satisfatoria, com 8 das 10 cepas fazendo parte

de um Unico grupo. Entretanto, este grupo também conteve uma cepa nado-XDR. Ja quanto as
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cepas MDR os resultados ndo foram tdo satisfatorios, e um grupo distinto contendo amostras
MDR ndo pode ser formado. Apesar de um unico grupo conter 7 das 8 cepas MDR testadas,
este grupo também incluiu 4 cepas ndo-MDR, sendo duas destas XDR e as outras duas sensiveis
(Figura 5.4).

Em modo negativo, por sua vez, houve uma boa separacdo das amostras S, mas ndo
houve uma boa separacdo entre as amostras MDR e XDR, mostrando mais uma vez que os
dados em ionizacdo positiva apresentaram resultados claramente mais satisfatorios do que

aqueles obtidos em ioniza¢do negativa (Figura 5.5).
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Figura 5.4 — Anadlise de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatoério
determinados pelo software MetaboAnalyst em modo positivo no primeiro experimento. Dendrograma e Aeat
map gerados usando o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo
positivo, com base nos 5 ions com maior poder discriminatorio. Cada barra horizontal representa um metabdlito,
com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabolito em cada amostra
¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior intensidade). S: sensivel;
M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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Figura 5.5 — Andlise de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatoério
determinados pelo software MetaboAnalyst em modo negativo no primeiro experimento. Dendrograma e
heat map gerados usando o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em
modo negativo, com base nos 5 ions com maior poder discriminatério. Cada barra horizontal representa um
metabdlito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabdlito em
cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente resistente.

Com o objetivo de se obter uma melhor separacao dos grupos foram também realizadas
analises bindrias de agrupamentos hierdrquicos comparando apenas dois dos trés grupos
testados, tais analises foram realizadas baseando-se apenas no grau de similaridade dos perfis
de abundancia dos 5 metabolitos com maior poder discriminatéorio de modo a gerar
dendrogramas e heat maps (Figuras 5.6, 5.7, 5.8).

Inicialmente, apenas cepas dos grupos sensivel e MDR foram comparadas, excluindo
cepas do grupo XDR. Tal andlise permitiu uma excelente separagdo entre estes grupos, que
pode ser claramente observada na Figura 5.6. Todas as cepas MDR foram reunidas em um tinico
grupo. J& com relacdo as cepas sensiveis 9 cepas se agruparam, enquanto uma Unica cepa

sensivel foi agrupada com as cepas MDR.
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Figura 5.6 — Anilise de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatoério do
primeiro experimento na comparacio S vs MDR. Dendrograma e heat map gerados usando o software online
MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo positivo, com base nos 5 ions com
maior poder discriminatdrio entre os grupos de cepas sensiveis ¢ MDR. Cada barra horizontal representa um
metabolito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabolito em

cada amostra ¢é representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel; M: multirresistente.

Em seguida, foram comparadas apenas cepas dos grupos sensivel e XDR do primeiro
experimento, excluindo cepas do grupo MDR. Mais uma vez, foi observada uma excelente
separagdo entre os grupos, como pode ser visto na Figura 5.7. Nesta analise, as cepas analisadas
se agruparam de maneira inequivoca, com um grupo sendo constituido por todas as cepas

sensiveis e outro pelas cepas XDR.
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Figura 5.7 — Analises de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatério do
primeiro experimento na comparacio S vs XDR. Dendrograma e /eat map gerados usando o software online
MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo positivo, com base nos 5 ions com
maior poder discriminatdrio entre os grupos de cepas sensiveis ¢ XDR. Cada barra horizontal representa um
metabolito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabolito em
cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel; X: extensivamente resistente.
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A terceira e ultima andlise dos dados obtidos no primeiro experimento foi realizada
comparando apenas cepas dos grupos MDR e XDR, excluindo cepas do grupo sensivel.
Novamente, uma excelente separagdo entre os grupos pode ser observada (Figura 5.8). Nesta
analise, todas as cepas XDR foram agrupadas, com este grupo contendo, entretanto, uma cepa

MDR. Por consequéncia, 7 das 8 cepas MDR formaram um grupo a parte.
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Figura 5.8 — Anilise de agrupamento hierarquico utilizando os S ions com maior poder discriminatério do
primeiro experimento na comparacido MDR vs XDR. Dendrograma e heat map gerados usando o software
online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo positivo, com base nos 5 ions
com maior poder discriminatério entre os grupos de cepas MDR e XDR. Cada barra horizontal representa um
metabolito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabolito em
cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). MDR: multirresistente; X: extensivamente resistente.

Apos a realizagdo das comparagdes binarias descritas acima, observando a separagao
em grupos obtida com o MetaboAnalyst, os niveis relativos de abundancia dos ions
selecionados pelo software no primeiro experimento foram comparados manualmente entre os
grupos de cepas (Figuras 5.9, 5.10, 5.11) para que as diferencas em niveis relativos pudessem

ser observadas diretamente.
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Figura 5.9 — Grificos representativos dos niveis relativos dos 5 ions com maior poder discriminatorio
determinados pelo software MetaboAnalyst na comparaciao S vs MDR no primeiro experimento. A analise
se baseia no valor de p e no poder discriminatdrio apenas em modo positivo entre os grupos de amostras sensiveis
e MDR. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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Figura 5.10 — Graficos representativos dos niveis relativos dos 5 ions com maior poder discriminatorio
determinados pelo software MetaboAnalyst na comparacio S vs XDR no primeiro experimento. A analise
se baseia no valor de p e no poder discriminatdrio apenas em modo positivo entre os grupos de amostras sensiveis
e XDR. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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Figura 5.11 — Graficos representativos dos niveis relativos dos 5 ions com maior poder discriminatorio
determinados pelo software MetaboAnalyst na comparacio MDR vs XDR no primeiro experimento. A
analise se baseia no valor de p e no poder discriminatorio apenas em modo positivo entre os grupos de amostras
MDR e XDR. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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Além dos resultados dos ions selecionados pelo software MetaboAnalyst, analises
manuais dos dados de metabolémica também foram realizadas, de modo a gerar listas de ions
baseadas em seu poder preditivo. Primeiramente, foram calculadas médias dos niveis relativos
de cada metabolito em cada um dos grupos de amostras, e razdes entre as médias obtidas em
cada grupo foram também calculadas, testes ¢ de Student foram realizados para avaliar a
significancia estatistica de cada resultado obtido (valor de p). Apos, foram utilizados como
critério de sele¢do os valores de razdo obtidos quando dois grupos foram comparados,
selecionando ions para os quais os valores de intensidade entre os grupos comparados foram
alterados pelo menos 2 vezes. Além disso, metabolitos que foram detectados em um dos grupos,
mas ndo em outro durante as comparagoes binarias foram também selecionados. Através de tais
comparagdes notou-se diferengas metabolicas significativas entre amostras dos diferentes

grupos testados (S, MDR, XDR) (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 — Resumo dos resultados de metabolomica do primeiro experimento.
Modo negativo

Modo positivo

Total de metabolitos detectados

1958 1414
Metabolitos presentes em 80% das

cepas de pelo menos um grupo 1117 56

S versus MDR
(22-vezes, p<0,05) 155 13

S versus XDR
(=2-vezes, p<0,05) 116 33
MDR versus XDR > 24

(=2-vezes, p<0,05)

Apoés a separagdo em grupos, os niveis relativos de abundancia dos ions selecionados
manualmente através dos critérios estabelecidos acima no primeiro experimento foram
comparados manualmente entre os grupos de cepas (Figuras 5.12, 5.13, 5.14). Para estas
analises, os niveis relativos dos metabolitos considerados com maior poder discriminatorio
através de analise manual (5 maiores razdes obtidas em casa comparagdo entre grupos, sendo

razoes >2, e p<0,05) foram comparados entre os diferentes grupos de amostras.
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Figura 5.12 — Grificos representativos dos niveis relativos dos 5 ions considerados com maior poder
discriminatério por analise manual do primeiro experimento na comparacio S vs MDR. Analise de ions do
primeiro experimento apenas em modo positivo entre os grupos sensivel e MDR A andlise se baseia no valor de p
e na razdo entre as médias de cada comparacdo bindria entre grupos, sendo considerados com alto poder
discriminatério aqueles com valor de p < 0,05 e razdo >2. S: sensivel, M: multirresistente; X: extensivamente
resistente.
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Figura 5.13 — Grificos representativos dos niveis relativos dos 5 ions considerados com maior poder
discriminatério por andlise manual do primeiro experimento na comparagido S vs XDR. Analise de ions do
primeiro experimento apenas em modo positivo entre os grupos sensivel e XDR A analise se baseia no valor de p
e na razdo entre as médias de cada comparagdo binaria entre grupos, sendo considerados com alto poder
discriminatério aqueles com valor de p < 0,05 e razdo >2. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente
resistente.
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Figura 5.14 — Grificos representativos dos niveis relativos dos 5 ions considerados com maior poder
discriminatério por analise manual do primeiro experimento na comparag¢io MDR vs XDR. Analise de ions
do primeiro experimento apenas em modo positivo entre os grupos MDR e XDR A andlise se baseia no valor de
p ¢ na razdo entre as médias de cada comparagdo bindria entre grupos, sendo considerados com alto poder
discriminatério aqueles com valor de p < 0,05 e razdo >2. S: sensivel, M: multirresistente; X: extensivamente
resistente.
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Com objetivo de confirmar as analises do primeiro experimento, foi realizada outra
analise metabolomica com um segundo grupo de amostras (segundo experimento), conforme
descrito anteriormente para o primeiro experimento. Nesta analise, foram detectados 3.027
metabolitos, destes, 1.177 foram detectados em ionizagdo negativa e 1840 em ionizagdo
positiva como pode ser visto na Tabela 5.4.

Assim como no primeiro experimento, a primeira etapa de avaliacdo dos resultados
brutos obtidos por espectrometria de massas com cepas selecionadas para o segundo
experimento envolveu a realizacdo de andlises de componentes principais, com o objetivo de
identificar diferengas globais em padrdoes metabolicos de diferentes grupos de amostras.
Graficos de PCA foram gerados utilizando o software online MetaboAnalyst
(http://www.metaboanalyst.ca) baseando-se nos dados brutos obtidos em ionizagdo positiva ou
negativa, separadamente. O grafico de PCA dos dados de ionizacdo negativa ndo revelaram
uma separacdo significativa entre os diferentes grupos, e o perfil metabdlico de todos os
isolados mostrou-se semelhante. J& o grafico de PCA dos dados de ionizagdo positiva revelou
uma separacao mais proeminente entre os grupos de amostras, pode-se observar neste grafico
que parece haver uma alteragdo metabolica em cepas com diferentes niveis de resisténcia aos
antimicrobianos (Figura 5.15). No entanto, os graficos de PCA ndo foram capazes de

discriminar com clareza amostras pertencentes aos diferentes grupos.
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Figura 5.15 — Analises de componentes principais (PCA) do segundo experimento. Grafcos de PCA gerados
com o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) de todos os ions detectados em modo
positivo e negativo dos trés grupos de amostras de M. tuberculosis (S, MDR e XDR). S: sensivel; M:
multirresistente; X: extensivamente resistente. a) ESI pos; b) ESI neg. + verde: sensivel; x azul: XDR; tridngulo
vermelho: MDR.

Pode-se observar através do grafico de PCA de ionizagao positiva que parece haver uma
alteracdo metabolica em cepas com diferentes niveis de resisténcia a antimicrobianos. Logo,
assim como no primeiro experimento, a etapa subsequente envolveu a avaliagdo de metabdlitos
que foram detectados em um numero minimo de amostras de pelo menos um dos grupos

testados. Assim, os dados foram filtrados para incluir apenas metabolitos que foram detectados
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em pelo menos 80% das amostras de um ou mais dos grupos avaliados (S, MDR, XDR). Ao
fazer essa filtragem, obteve-se um total de 236 metabdlitos, sendo todos eles em modo positivo.

A partir destes dados foram realizadas analises de agrupamentos hierarquicos com base
no grau de similaridade dos perfis de abundancia dos 25 (Figura 5.16) ¢ 5 (Figura 5.17)
metabdlitos com maior poder discriminatorio entre os grupos de modo a gerar dendrogramas.
Estas analises foram realizadas no software MetaboAnalyst. Pode-se notar nos dendrogramas e
heat maps gerados em modo positivo que, ao considerar os 25 ions com maior poder
discriminatorio detectados, houve uma boa separacao do grupo de cepas MDR com relagdo aos
grupos de cepas XDR e sensivel, com 7 cepas MDR sendo agrupadas, e apenas uma cepa nao-

MDR integrando este grupo (Figura 5.16).
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Figura 5.16 — Analise de agrupamento hierarquico em modo positivo do segundo experimento. Dendrograma
e heat map gerados usando o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos
em modo positivo, com base nos 25 ions com maior poder discriminatério. Cada barra horizontal representa um
metabolito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabolito em
cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel, M: multirresistente; X: extensivamente resistente.

Quando considerados os 5 ions com maior poder discriminatorio foi observado que
houve uma separaciao razoavel do grupo de cepas MDR com relagdo aos grupos de cepas
sensiveis e XDR; 8 das 9 cepas MDR fizeram parte de um unico grupo, mas que também
agrupou 3 cepas nao-MDR. Os resultados obtidos foram insatisfatérios quando levados em
consideracdo as amostras sensiveis ¢ XDR, que ndo puderam ser separadas utilizando estas

analises (Figura 5.17).
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Figura 5.17 — Anélise de agrupamento hierarquico em modo positivo utilizando os S ions com maior poder
discriminatoério determinados pelo software MetaboAnalyst no segundo experimento. Dendrograma e heat
map gerados usando o software online Metabo Analyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo
positivo, com base nos 5 ions com maior poder discriminatorio. Cada barra horizontal representa um metabdlito,
com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabolito em cada amostra
¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior intensidade). S: sensivel;
M: multirresistente; X: extensivamente resistente.

Com o objetivo de se obter uma melhor separagdo dos grupos foram também realizadas
analises bindrias de agrupamentos hierarquicos comparando apenas dois dos trés grupos
testados por vez; tais analises foram realizadas baseando-se apenas no grau de similaridade dos
perfis de abundancia dos 5 metabdlitos com maior poder discriminatorio, de modo a gerar
dendrogramas e heat maps (Figuras 5.18,5.19, 5.20).

Inicialmente, apenas cepas dos grupos sensivel e MDR foram comparadas, excluindo
cepas do grupo XDR. Os resultados dessa andlise produziram uma excelente separacdo entre
estes grupos, que pode ser observado na Figura 5.18. Nesta andlise, cepas sensiveis foram quase
que em sua totalidade (7 de 8 cepas) reunidas em um unico grupo. Todas as cepas MDR foram

também agrupadas; entretanto, uma cepa sensivel foi incluida no grupo.
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Figura 5.18 — Andlise de agrupamento hierarquico em modo positivo utilizando os S ions com maior poder
discriminatoério do segundo experimento na comparacio S vs MDR. Dendrograma e heat map gerados usando
o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo positivo, com base
nos 5 fons com maior poder discriminatério entre os grupos sensivel e MDR. Cada barra horizontal representa um
metaboblito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabodlito em

7

cada amostra ¢é representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel; M: multirresistente.

A segunda andlise comparando apenas dois grupos do segundo experimento foi
realizada comparando apenas cepas dos grupos sensivel e XDR, excluindo cepas do grupo
MDR. Nesta analise, observou-se uma separacdo mediana entre os dois grupos, muito aquém
da discriminacdo obtida com os dados do primeiro experimento (Figura 5.19). Nesta analise,
apesar de todas as amostras XDR terem sido reunidas em um grupo, este mesmo grupo
compreendeu também 4 das 8§ cepas sensiveis. Em outras palavras, metade das cepas sensiveis

foi reunida em um grupo especifico, enquanto a outra metade foi agrupada com as cepas XDR.
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Figura 5.19 — Analise de agrupamento hierarquico em modo positivo utilizando os S ions com maior poder
discriminatoério do segundo experimento na comparagéo S vs XDR. Dendrograma e heat map gerados usando
o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo positivo, com base
nos 5 ions com maior poder discriminatdrio entre os grupos sensivel e XDR. Cada barra horizontal representa um
metabolito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada metabodlito em

cada amostra é representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). S: sensivel; X: extensivamente resistente.

A terceira e ultima analise dos dados obtidos no segundo experimento foi realizada
comparando apenas cepas dos grupos MDR e XDR, excluindo cepas do grupo sensivel.
Novamente, uma excelente separagdo entre os grupos pode ser observada na Figura 5.20. Nesta
analise, todas as cepas XDR foram agrupadas; ja entre as cepas MDR, 7 de 9 cepas foram

agrupadas corretamente, enquanto 2 foram agrupadas com as cepas XDR.
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Figura 5.20 — Anilise de agrupamento hierarquico em modo positivo utilizando os S ions com maior poder
discriminatério do segundo experimento na comparacido MDR vs XDR. Dendrograma e heat map gerados
usando o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) dos dados obtidos em modo positivo,
com base nos 5 fons com maior poder discriminatorio entre os grupos MDR e XDR. Cada barra horizontal
representa um metabolito, com respectivo valor de m/z detectado indicado ao lado. A intensidade relativa de cada
metabolito em cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho
(maior intensidade). S: sensivel; X: extensivamente resistente.
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Apos a realizagdo das comparagdes binarias descritas acima, observando a separagao
em grupos obtida com o MetaboAnalyst, os niveis relativos de abundancia dos ions
selecionados pelo software no segundo experimento foram comparados manualmente entre os
grupos de cepas (Figuras 5.21, 5.22, 5.23) para que as diferencas em niveis relativos pudessem

ser observadas diretamente.
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Figura 5.21 — Graficos representativos dos niveis relativos dos 5 ions com maior poder discriminatério
determinados pelo software MetaboAnalyst na comparaciao S vs MDR no segundo experimento. A analise
se baseia no valor de p e no poder discriminatdrio apenas em modo positivo entre os grupos de amostras sensiveis
e MDR. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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Figura 5.22 — Graficos representativos dos niveis relativos dos 5 ions com maior poder discriminatério
determinados pelo software MetaboAnalyst na comparacao S vs XDR no segundo experimento. A analise se
baseia no valor de p e no poder discriminatoério apenas em modo positivo entre os grupos de amostras sensiveis e
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Figura 5.23 — Graficos representativos dos niveis relativos dos 5 ions com maior poder discriminatorio
determinados pelo software MetaboAnalyst na comparacio MDR vs XDR no segundo experimento. A
analise se baseia no valor de p e no poder discriminatdrio no segundo experimento apenas em modo positivo entre
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78



Assim como no primeiro experimento, além dos resultados dos ions selecionados pelo
software MetaboAnalyst, foram realizadas analises manuais dos dados de metabolomica.
Primeiramente, testes ¢ de Student foram realizados para avaliar a significancia estatistica de
cada resultado obtido (valor de p), médias dos niveis relativos de cada metabolito em cada um
dos grupos de amostras e razdes entre as médias obtidas em cada grupo foram também
calculadas. Entdo, metabolitos que foram detectados em um dos grupos, mas ndo em outro
durante as comparagdes binarias e que os valores de intensidade entre os grupos comparados
foram alterados pelo menos 2 vezes foram selecionados. Através de tais comparagdes notou-se
diferencas metabolicas significativas entre amostras dos diferentes grupos testados (S, MDR,

XDR) (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Resumo dos resultados de metabolomica do segundo experimento.

Modo negativo Modo positivo
Total de metabdlitos detectados 1177 1840
Metabdlitos presentes em 80% das
cepas de pelo menos um grupo 0 236
S versus MDR 0 65
(=2-vezes, p<0,05)
S versus XDR 0 31
(=2-vezes, p<0,05)
MDR versus XDR 0 37

(=2-vezes, p<0,05)

Apds a separacdo em grupos, os niveis relativos dos metabdlitos considerados com
maior poder discriminatdrio através de andlise manual (5 maiores razdes obtidas em cada
comparagdo entre grupos, sendo razdes >2, e p<0,05) foram comparados entre os diferentes

grupos de amostras (Figuras 5.24, 5.25, 5.26).
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Figura 5.24 — Graficos representativos dos niveis relativos dos 5 ions considerados com maior poder
discriminatério por andlise manual do segundo experimento na comparacio S vs MDR. Andlise de ions do
segundo experimento apenas em modo positivo entre os grupos sensivel ¢ MDR A analise se baseia no valor de p
e na razdo entre as médias de cada comparacdo bindria entre grupos, sendo considerados com alto poder
discriminatério aqueles com valor de p < 0,05 e razdo >2. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente
resistente.
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Figura 5.25 — Grificos representativos dos niveis relativos dos 5 ions considerados com maior poder
discriminatério por andlise manual do segundo experimento na comparacio S vs XDR. Analise de ions do
segundo experimento apenas em modo positivo entre os grupos sensivel e XDR A analise se baseia no valor de p
e na razdo entre as médias de cada comparagdo binaria entre grupos, sendo considerados com alto poder
discriminatério aqueles com valor de p < 0,05 e razdo >2. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente
resistente.
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Figura 5.26 — Graficos representativos dos niveis relativos dos 5 ions considerados com maior poder
discriminatoério por anilise manual do segundo experimento na comparacio MDR vs XDR. Analise de ions
do segundo experimento apenas em modo positivo entre os grupos MDR e XDR A analise se baseia no valor de p
e na razdo entre as médias de cada comparacdo bindria entre grupos, sendo considerados com alto poder
discriminatério aqueles com valor de p < 0,05 e razdo >2. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente
resistente.
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Com o objetivo de investigar o motivo pelo qual algumas cepas ndo se agruparam com
cepas com o mesmo perfil de susceptibilidade, foi realizada uma analise das mutacdes
associadas a resisténcia a alguns farmacos de primeira e segunda linha através de
sequenciamento dos loci genéticos envolvidos, onde foi possivel observar a presenca de
mutagdes € compara-las aos resultados obtidos no teste fenotipico realizado apods a selegao das
cepas.

Nos resultados da analise por sequenciamento dos genes comumente associados a
resisténcia, pode-se observar algumas mutagdes em cepas consideradas como sensiveis no teste
de sensibilidade, assim como auséncia de mutagdes em cepas consideradas como resistentes
pelo teste de sensibilidade (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 — Resumo dos resultados de sequenciamento de determinantes genéticos de
resisténcia a drogas nas cepas utilizadas neste estudo.

Cepa G.enes
rpoB katG inhA gyrA rrs
S1 WT WT c-15t G21G/ S95T WT
S2 WT WT WT G21G/ S95T WT
S3 WT WT WT G21G/ S95T WT
S4 WT WT WT G21G/ S95T WT
S5 WT WT WT G21G/ S95T WT
S6 WT WT WT WT WT
S7 WT WT WT G21G/ S95T WT
S8 P497T WT WT G21G/ S95T WT
S9 WT WT WT G21G/ S95T WT
S10 WT WT WT G21G/ S95T WT
S11 WT WT WT G21G/ S95T WT
S12 WT WT WT G21G/ S95T WT
S13 WT WT WT G21G/ S95T WT
S14 WT WT WT G21G/ S95T WT
S15 WT WT WT G21G/ S95T WT
S16 WT WT WT G21G/ S95T WT
S17 WT WT WT G21G/ S95T WT
S18 WT WT WT G21G/ S95T WT
MDR 1 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 2 H526T S315T t-161INS G21G/ S95T WT
MDR 3 A516V S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 4 H526C S315T WT G21G/ S95T/ S91P WT
MDR 5 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 6 S531L WT WT G21G/ S95T WT
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MDR 7 S531L/ V5T77A S315T WT G21G/ S95T WT

MDR 8 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 9 H526A S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 10 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 11 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 12 WT WT WT G21G/ S95T WT
MDR 13 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 14 G513P S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 15 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
MDR 16 S531L S315T WT G21G WT
MDR 17 G510L/ A516T S315T WT G21G/ S95T WT
XDR 1 H526A/ G562A WT WT G21G/ S95T/ S91P al401g
XDR 2 S531L WT WT G21G/ S95T/ A%4G al40lg
XDR 3 S531L S315T WT G21G/ S95T/ A90V/  ald0lg
H70G
XDR 4 S531L S315T WT Glu21GIn/ A94G al401g
XDR 5 S531L S315T WT G21G/ S95T/ A9OV al401g
XDR 6 S531L S315T WT G21G/ S95T/ A94A WT
XDR 7 S531L S315T WT G21G/ S95T/ A94G al40lg
XDR 8 S531L S315T WT G21G/ S95T/ A94G al401g
XDR 9 S531L/ P514V S315T WT G21G/ S95T/ A9OV WT
XDR 10 S531L S315T WT G21G/ S95T/A%4G WT
XDR 11 S531L/ P514V S315T WT G21G/ S95T/ A94H al40lg
XDR 12 S531L S315T WT G21G/ S95T/ A94A WT
XDR 13 S531L S315T WT G21G/ A%4G al40lg
XDR 14 S531L WT WT G21G/ S95T/ A%4G al40lg
XDR 15 S531L S315T WT G21G/ S95T WT
XDR 16 S531L S315T WT G21G/ S95T/ A94A WT
XDR 17 S531L WT WT G21G/ S95T/ A%4G al40lg

WT (Wild type) - Cepa selvagem (cepa com DNA idéntico a cepa padrdo). Em vermelho encontram-se
mutagdes que conferem resisténcia. Em verde encontram-se mutagdes que ndo conferem resisténcia. Azul
representa mutacdes que ndo foram encontradas na literatura. Letras maitisculas representam aminoacidos da
sequéncia proteica, enquanto letras minusculas representam nucleotideos da sequéncia do gene codificante.
INS: insercao.

A comparagdo dos resultados obtidos pelo sequenciamento com os dados da resisténcia
fenotipica observados no MGIT resultou em algumas discordincias. Dentre os resultados
discordantes, foi possivel observar a auséncia de mutacdes no gene rrs de cepas caracterizadas
como fenotipicamente resistentes & amicacina e canamicina (XDR6, XDR9, XDR10, XDR12,
XDR15 e XDR16), auséncia de mutagdes que conferem resisténcia no gene gyrd em cepa
fenotipcamente resistente a ofloxacina (XDRI15), auséncia de mutagdo que caracteriza

resisténcia tanto em katG, quanto em inhA em cepas fenotipicamente resistentes a isoniazida
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(MDR6 e MDR12, XDR1, XDR2, XDR14 ¢ XDR17), auséncia de mutacao que caracteriza
resisténcia em rpoB em uma cepa fenotipicamente resistente a rifampicina (MDR12) e mutagao
que confere resisténcia a isoniazida no gene inkh4 em uma cepa fenotipicamente sensivel (S1).
Uma possivel explicacdo para os casos em que se detecta resisténcia fenotipica a antibidticos
porém ndo sdo encontradas mutacdes genéticas ¢ o mecanismo de resisténcia através de
bombas de efluxo, que podem expulsar os antibidticos do interior da bactéria, reduzindo a sua
acdo e tornando possivel a sobrevivéncia bacteriana (43). Para os casos em que se detecta
resisténcia fenotipica a Amk e Kan, porém ndo sdo encontradas mutacdes genéticas no gene
rrs, mutagdes podem estar situadas no promotor do gene eis, e estas também podem conferir
resisténcia a estas duas drogas, embora sejam mais raras. Ja no caso da auséncia de mutagdo no
gene gyrA e resisténcia fenotipica a ofloxacina, uma hipotese ¢ de que a resisténcia possa ser
causada em funcdo de mutagdes no gene gyrB.

J4 quanto ao resultado de susceptibilidade fenotipica em cepa contendo marcador
genético de resisténcia, ndo podemos afirmar com certeza o motivo da discrepancia; entretanto,
¢ provavel que o mesmo tenha ocorrido por falha no teste de susceptibilidade, apesar de nao
podermos descartar por completo a possibilidade de que tenha havido contaminagdo do DNA
da cepa sensivel com o DNA de uma cepa resistente. Apesar de algumas discordancias
encontradas entre os resultados do teste fenotipico e do sequenciamento, a maioria das cepas
discordantes nao foram aquelas que destoaram de seus grupos na constru¢do dos agrupamentos
hierarquicos. Uma excecdo a esta afirmagao encontra-se na cepa MDR4, que apesar de ter sido
inicialmente categorizada como MDR, sendo sensivel as drogas de segunda linha, apresentou
muta¢do no gene gyrd, que confere resisténcia a ofloxacina. No dendograma foi possivel
observar seu agrupamento com o grupo de cepas XDR, resultado parcialmente condizente com
a presen¢a de um marcador de resisténcia a uma droga de segunda linha (Figuras 5.2, 5.4 ¢ 5.8).

Com o objetivo de validar os resultados obtidos através das analises de metabolomica

descritas anteriormente, foi realizado também analises de metabolomica de cepas com
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diferentes perfis de susceptibilidade utilizando outra metodologia de espectrometria de massas.
Nestas novas analises, foi utilizada a espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida
de alta performance, e foram realizadas anélises adicionais usando 3 cepas de cada grupo
(Tabela 5.6). As cepas selecionadas foram cepas que apresentaram maior similaridade
genotipica e cujos resultados genéticos corroboraram os resultados obtidos no teste fenotipico
de susceptibilidade a drogas. As cepas selecionadas foram entdo submetidas a andlises por
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida de alta performance com o intuito
de se obter uma separacao de acordo com sua natureza quimica, o que auxilia na identificagado
dos compostos ali presentes. Para isso, metabdlitos extraidos das diferentes amostras foram
injetados em triplicata técnica em uma coluna Cjg Zorbax 2.1 x 50 mm, com poro de 1,8 pm
(Agilent) em um fluxo de 500 pL/min durante uma corrida cromatografica de 15 min e os
espectros foram adquiridos na faixa de m/z 67 a 1005 em um espectrometro de massas
Quadrupolo — Orbitrap (Q Exactive™ Plus). Neste terceiro experimento, foram detectados

2.234 metabolitos apenas em modo positivo.

Tabela 5.6 — Cepas selecionadas para o terceiro experimento e seus resultados de detec¢io
do antigeno MPT64 e testes de susceptibilidade.

Cepa MPT64 Sm Inh Rif Emb Amk Oflo Kan Cap

S7 + S S S S S S S S

S9 + S S S S S S S S

S12 + S S S S S S S S
MDRI1 + S R R S S S S S
MDRS + S R R S S S S S
MDRI11 + S R R S S S S S
XDRS5 + R R R R R R R R
XDR13 + R R R R R R R R
XDR16 + S R R S R R R R

Tabela demonstrando o perfil de susceptibilidade das cepas utilizadas no terceiro experimento. +: resultado
positivo no ensaio de detec¢do do antigeno MPT64. Sm: estreptomicina; Inh: isoniazida; Rif: rifampicina;
Emb: etambutol; Amk: amicacina; Oflo: ofloxacina; Kan: canamicina; Cap: capreomicina. R: resistente; S:
sensivel.
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Os resultados brutos obtidos nesta etapa foram processados como ja descrito
anteriormente. Um grafico de PCA foi gerado utilizando o software online MetaboAnalyst
(http://www.metaboanalyst.ca) baseando-se nos dados brutos obtidos. O grafico de PCA dos
dados nao revelaram uma separagdo significativa, e o perfil metabolico de todos os isolados

mostrou-se semelhante, como demonstrado na Figura 5.27.
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Figura 5.27 — Analise de componentes principais (PCA) do terceiro experimento. Grafcos de PCA gerados
com o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) de todos os ions detectados em modo
positivo e negativo dos trés grupos de amostras de M. tuberculosis (S, MDR e XDR). S: sensivel; M:
multirresistente; X: extensivamente resistente. a) ESI pos; b) ESI neg. + verde: sensivel; x azul: XDR; tridngulo
vermelho: MDR.
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ApoOs analise do grafico de PCA, foram realizadas andlises de agrupamentos
hierarquicos com base no grau de similaridade dos perfis de abundancia dos 25 (Figura 5.28) e
5 (Figura 5.29) metabolitos com maior poder discriminatorio entre os grupos, de modo a gerar
dendrogramas. Pode-se observar no dendrograma que considera os 25 ions com maior poder
discriminatorio que de fato ha uma notavel separagdo entre os trés grupos de cepas (Figura
5.28). Ja quando considerados apenas os 5 ions com maior poder discriminatério hd uma
separac¢do evidente do grupo de cepas sensiveis com relagdo aos grupos de cepas XDR e MDR
e uma separa¢do nao tdo evidente entre os grupos MDR e XDR, o que ¢ esperado devido a

maior similaridade em seu perfil de resisténcia aos antibidticos (Figura 5.29).
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Figura 5.28 — Analise de agrupamento hierarquico do terceiro experimento. Dendrograma e heat map gerados
usando o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) em modo positivo com base nos 25 ions
com maior poder discriminatorio, onde cada barra horizontal representa um metabolito, e a intensidade destes em
cada amostra € representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9 barras verticais para cada grupo. S: sensivel;
M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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Figura 5.29 — Analise de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatoério
determinados pelo software MetaboAnalyst no terceiro experimento. Dendrograma e heat map gerado usando
o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) em modo positivo com base nos 5 ions com
maior poder discriminatorio, onde cada barra horizontal representa um metabolito, e a intensidade destes em cada
amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior intensidade).
Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9 barras verticais para cada grupo. S: sensivel; M:
multirresistente; X: extensivamente resistente.

Com o objetivo de se obter uma melhor separacdo dos grupos foram também realizadas
analises de agrupamentos hierarquicos comparando apenas dois dos trés grupos testados, desta
vez baseando-se apenas no grau de similaridade dos perfis de abundancia dos 5 metabdlitos
com maior poder discriminatdrio, de modo a gerar dendrogramas (Figuras 5.30, 5.32 € 5.32).

A primeira andlise comparando apenas dois grupos do terceiro experimento foi realizada
comparando apenas cepas dos grupos sensivel e MDR, excluindo cepas do grupo XDR. Isso
permitiu uma excelente separacdo entre estes grupos, que pode ser claramente observada na

Figura 5.30.
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Figura 5.30 — Analise de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatdrio do
terceiro experimento na comparacio S vs MDR. Dendrograma e heat map gerados usando o software online
MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) apenas em modo positivo com base nos 5 ions com maior poder
discriminatorio entre os grupos sensivel ¢ MDR, onde cada barra horizontal representa um metabdlito, ¢ a
intensidade destes em cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para
vermelho (maior intensidade). Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9 barras verticais para cada
grupo. S: sensivel; M: multirresistente.

A segunda andlise comparando apenas dois grupos do terceiro experimento foi realizada
comparando apenas cepas dos grupos sensivel e XDR, excluindo cepas do grupo MDR. Mais

uma vez uma excelente separacao entre os grupos pode ser claramente observada (Figura 5.31).
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Figura 5.31 — Analise de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatério do
terceiro experimento na comparagio S vs XDR. Dendrograma e heat map gerados usando o software online
MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) apenas em modo positivo com base nos 5 ions com maior poder
discriminatorio entre os grupos sensivel e XDR, onde cada barra horizontal representa um metabodlito, e a
intensidade destes em cada amostra é representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para
vermelho (maior intensidade). Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9 barras verticais para cada
grupo. S: sensivel; X: extensivamente resistente.
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A terceira e ultima andlise do terceiro experimento foi realizada comparando apenas
cepas dos grupos MDR e XDR, excluindo cepas do grupo sensivel. Novamente, uma excelente

separac¢do entre os grupos pode ser observada (Figura 5.32).
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Figura 5.32 — Anilise de agrupamento hierarquico utilizando os 5 ions com maior poder discriminatério do
terceiro experimento na comparag¢ao MDR vs XDR. Dendrograma e heat map gerados usando o software online
MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) apenas em modo positivo com base nos 5 ions com maior poder
discriminatério entre os grupos MDR e XDR, onde cada barra horizontal representa um metabolito, e a intensidade
destes em cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul (menor intensidade) para vermelho (maior
intensidade). Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9 barras verticais para cada grupo.M:
multirresistente; X: extensivamente resistente.

Além das andlises de deteccdo de m/z parentais, foram realizados também analises dos
ions gerados por dissociacdo induzida por colisdo. Apos obtencdo dos dados brutos de
fragmentagdo ionica, identidades putativas foram obtidas através de comparagdes dos perfis de
fragmentacdo utilizando o software Compound Discoverer. Alguns compostos de interesse
foram entdo selecionados manualmente com base nos dados de valor de p, razao entre médias
de intensidades e identidade do composto, com o objetivo de identificar compostos que tiveram
grande poder discriminatorio e caracteristicas moleculares que possivelmente permitiriam sua
deteccdo em cepas de M. tuberculosis através de métodos moleculares simples. Em seguida,
foram realizadas comparagdes binarias entre os grupos através de andlises de agrupamentos
hierarquicos com base no grau de similaridade dos perfis de abundancia dos compostos
selecionados, de modo a gerar dendrogramas e heat maps (Figuras 5.33, 5.34 e 5.35). Pode-se

observar nas figuras em que sdo apresentadas comparacdes entre os grupos MDR e sensivel e
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os grupos XDR e sensivel que de fato houve uma notavel separacao entre os grupos (Figuras
5.33 e 5.35). J& quando comparamos os grupos XDR e MDR (Figura 5.34) houve uma
separacdo ndo tdo evidente, o que ¢ esperado devido a maior similaridade em seu perfil de

resisténcia aos antibidticos.
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Figura 5.33 — Analise de agrupamento hierarquico do terceiro experimento na comparagio S vs MDR
baseando-se nos compostos com identificacdes putativas escolhidas. Dendrograma e heat map gerados usando
o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) apenas em modo positivo, cada barra horizontal
representa um metabolito, e a intensidade destes em cada amostra ¢ representada em escala normalizada de azul
(menor intensidade) para vermelho (maior intensidade). Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9
barras verticais para cada grupo. S: sensivel; M: multirresistente.
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Figura 5.34 — Anadlise de agrupamento hierarquico do terceiro experimento na comparacio S vs XDR
baseando-se nos compostos com identificagdes putativas escolhidas. Dendrograma e heat map gerados usando
o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) apenas em modo positivo, cada barra horizontal
representa um metabolito, e a intensidade destes em cada amostra é representada em escala normalizada de azul
(menor intensidade) para vermelho (maior intensidade). Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9
barras verticais para cada grupo. S: sensivel; X: extensivamente resistente.
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Figura 5.35 — Analise de agrupamento hierarquico do terceiro experimento na comparacio S vs XDR
baseando-se nos compostos com identificagdes putativas escolhidas. Dendrograma e seat map gerados usando
o software online MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca) apenas em modo positivo, cada barra horizontal
representa um metabolito, e a intensidade destes em cada amostra é representada em escala normalizada de azul
(menor intensidade) para vermelho (maior intensidade). Cada amostra foi injetada 3 vezes, sendo assim temos 9
barras verticais para cada grupo. M: multirresistente; X: extensivamente resistente.

Os niveis relativos dos compostos identificados como prolina, isoleucina, hercinina,
betaina, 4cido pantoténico e biotina considerados com alto poder discriminatério e boa
identificacdo putativa foram entdo comparados entre os diferentes grupos de amostras.
Primeiramente, testes ¢ de Student foram realizados para avaliar a significancia estatistica de
cada resultado obtido (valor de p). Além disso, foram calculadas médias dos niveis relativos de
cada metabolito em cada um dos grupos de amostras, e razdes entre as médias obtidas em cada

grupo foram também calculadas. Os resultados destas analises sdo representados na Figura 5.36.
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Figura 5.36 — Graficos representativos dos niveis relativos dos compostos considerados com alto poder
discriminatério e boa identificacio putativa no terceiro experimento. Analise de compostos do terceiro
experimento apenas em modo positivo. A andlise se baseia no valor de p e razéo entre as médias de cada
comparac¢do binaria entre grupos, sendo considerados com alto poder discriminatoério aqueles com valor de p <
0,05 e razdo >2. S: sensivel; M: multirresistente; X: extensivamente resistente.
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6. DISCUSSAO

Como dito anteriormente, a resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos pode ser
decorrente de um fendmeno genético ou fenotipico. A primeira ocorre devido a mutagdes em
genes cromossomicos das bactérias, resultando em cepas MDR ou XDR. Por outro lado, a
resisténcia derivada de fendtipos € devida a alteracdes epigenéticas na expressdo génica e
modificagdes de proteinas, resultando em cepas com alta tolerancia aos farmacos anti-TB (71).
Seja qual for o mecanismo envolvido, a resisténcia a drogas por uma célula invariavelmente
representa um impacto no metabolismo celular. A produgdo, por exemplo, de uma enzima
degradadora de antibidtico ou de uma bomba de efluxo, consome recursos energéticos, que
devem vir de alguma outra via celular. Isso pode provocar um efeito cascata no metabolismo
bacteriano, de modo que a resisténcia a drogas gere alteragdes que possam ser detectadas e
medidas por métodos suficientemente sensiveis.

Recentemente, o advento das tecnologias dmicas permitiu o desenvolvimento de uma
série de novos estudos sobre aspectos de biologia celular, como o metabolismo por exemplo,
de maneira muito mais refinada e sensivel. Tais métodos, como a gendmica, transcriptomica,
protedmica e metaboldmica, permitem agora que o metabolismo bacteriano seja avaliado de
maneira global, com dezenas de vias metabodlicas sendo monitoradas simultaneamente. Além
de permitir um maior entendimento da biologia microbiana e os diversos fendmenos
envolvidos, este nivel de sensibilidade e precisdo permite também que perfis metabolicos
complexos sejam definidos, podendo ser utilizados como marcadores do estado fisiologico das
células estudadas. Estes perfis, por sua vez, podem ser empregados como marcadores de
propriedades especificas, de modo que o estado metabodlico celular, por exemplo, possa ser
predito de acordo com o perfil encontrado em analises dmicas. Dadas as alteragdes metabodlicas
causadas pela resisténcia a drogas em M. tuberculosis, torna-se possivel, através da

determina¢do de biomarcadores que possam ser correlacionados com o perfil de resisténcia, a
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defini¢ao do diagndstico da resisténcia ou susceptibilidade via métodos globais de andlise,
possivelmente em tempo mais curto, permitindo que o tratamento adequado seja iniciado mais
rapidamente, interrompendo portanto, a cadeia de transmissao da doenca e evitando a
ocorréncia de falha terapéutica.

O metaboloma se refere ao conjunto de pequenas moléculas (metabolitos) presentes em
uma amostra biologica, sendo estas substincias consideradas os produtos finais dos processos
metabdlicos celulares (72). A abordagem metabolomica visa avaliar mudangas globais nos
perfis de metabdlitos, que sdo impressdes quimicas Unicas de processos bioldgicos. Como
sugerido acima, dados da literatura indicam que cepas de M. tuberculosis com diferentes perfis
de susceptibilidade a antimicrobianos tem perfis metabolicos distintos, dado o impacto de
mutagdes associadas a resisténcia a drogas no metabolismo celular e no fitness bacteriano (69,
73, 74).

Ao iniciar este estudo foi levantada a hipotese de que, ao estudar as atividades
metabolicas de cepas de M. tuberculosis com diferentes perfis de susceptibilidade a drogas,
seria possivel realizar associagdes interessantes e definir um perfil de metabolitos
caracteristicos de cepas com perfis de susceptibilidade a drogas distintos (MDR, XDR e
sensivel), que futuramente pudessem ser utilizados como biomarcadores de resisténcia. Assim,
foram realizadas avaliagdes dos perfis metabolicos de cepas de M. tuberculosis com diferentes
niveis de resisténcia a drogas através de espectrometria de massas (MS), além da analise dos
dados gerados utilizando diversas metodologias, foram realizadas andlises de agrupamento
hierarquico, que permitiu uma boa separagdao dos grupos com diferentes perfis de resisténcia
em multiplos experimentos, principalmente quando foi realizada a comparagdo de dois grupos
separadamente utilizando um numero limitado de ions considerados com maior poder
discriminatorio em ambos os exprimentos. Isto foi observado tanto por anélise manual como
pelo software MetaboAnalyst. Metabolitos com maior poder discriminatério foram

selecionados e analisados separadamente, demonstrando que de fato ha metabolitos que sdo
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significativamente mais abundantes em grupos com perfis de resisténcia especificos. As
analises deste estudo demonstram que a abordagem metabolomica consegue distinguir
claramente grupos com diferentes perfis de resisténcia (S, MDR e XDR). Apesar dos dados do
segundo experimento estarem muito aquém do primeiro experimento, os dados aqui
apresentados demonstram a possibilidade de que perfis de resisténcia de M. tuberculosis
possam ser preditos através das analises metabolicas. Entretanto, devido a impossibilidade de
se encontrar metabolitos com m/z idénticos no primeiro e segundo experimentos, ¢ necessario
que amostras com perfis conhecidos sejam utilizadas em paralelo a amostras teste, de modo que
possam atuar como controles em experimentos subsequentes. Além disso, os resultados obtidos
utilizando espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida de alta performance e
analise de perfis de fragmentagdo de ions com busca em base de dados para identificagao
putativa de compostos, identificaram alguns metabdlitos especificos que podem vir a ser
utilizados futuramente como biomarcadores. Tal possibilidade representaria um avango
significativo no estado da arte do diagnostico da resisténcia a drogas em M. tuberculosis, visto
que os resultados aqui obtidos poderao no futuro contribuir para o desenvolvimento de métodos
simples, point-of-care, de diagnostico da resisténcia.

Existem vias metabdlicas em M. tuberculosis que sdo essenciais para a sobrevivéncia
bacteriana, e muitas delas sdo alvos importantes para drogas anti-TB. O fairmaco de primeira
linha Inh inibe a sintese de acidos micolicos, interferindo diretamente na estrutura da parede
celular (75, 76). A Rif, outra droga de primeira linha, inibe a transcrigdo do DNA bacteriano
através da ligagdo a subunidade da RNA polimerase codificada pelo gene rpoB (77, 78), outro
processo absolutamente fundamental para a sobrevivéncia bacteriana.

Os dados obtidos neste estudo corroboram estudos focados na analise de mutagdes na
subunidade da RNA polimerase codificada pelo gene rpoB, e sua relagdo com o metabolismo
dos acidos graxos. O primeiro estudo a associar um metabolismo alterado de acidos graxos a

resisténcia a rifampicina foi realizado em 2012 por Du Preez e Loots, utilizando tecnologia
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metabolomica de GC-MS para comparar uma cepa M. tuberculosis wt totalmente suscetivel a
drogas com duas cepas mutantes para rpoB (S522L e S531L). As duas cepas mutantes
mostraram uma sintese reduzida de certos acidos graxos de cadeia ramificada necessarios para
a sintese de acido micolico, além de um aumento da dependéncia de 4cidos graxos de cadeia
curta como fonte de carbono. Além disso, o mutante rpoB S531L apresentou maior capacidade
de utilizacao dessas fontes alternativas de carbono quando comparado com o rpoB S522L (68).
Em um estudo posterior, 0 mesmo grupo (79) observou uma perda total de acido aconitico nas
cepas mutantes em 7poB, levando a uma perturbagdo na funcionalidade da enzima aconitase,
importante no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e na estabilizagdo e protecio do mRNA
contra sua degradagdo durante condigdes de baixa concentracio de ferro ou estresse oxidativo.
Assim, essa deplecdo de acido aconitico pode ser uma resposta a mutagdo primaria que causa
resisténcia e explica a baixa viabilidade das cepas resistentes a rifampicina, uma vez que a
produgdo de energia e o crescimento sdo prejudicados pela mutacdao. Outro importante achado
nas cepas mutantes em rpoB foi a reducdo da capacidade de sintese da parede celular, que
interfere diretamente na homeostase celular e estresse oxidativo. Confirmando estes achados,
Loots e colaboradores também encontraram alteragdes em varios metabolitos relacionados a
manutengdo de parede celular observadas durante as andlises metaboldmicas, como por
exemplo altos niveis de acido trednico, produto natural da sintese de acido ascorbico, o que
indica nivel elevado de estresse oxidativo. Outro metabolito identificado diferencialmente foi
o metilmalionil-CoA, este composto foi detectado em quantidades reduzidas e est4 diretamente
relacionado a manutencdo da parede celular devido ao seu envolvimento na sintese de fiticerol
dimicocerosato (phthiocerol dimycocerate, PDIM) (79) e como a parede celular de cepas
resistentes ¢ comprometida devido @ mutacdo no gene rpoB, conforme Bisson e colaboradores
ja haviam observado, essa redu¢do pode ser explicada pela regulagdo positiva da sintese de

PDIM na tentativa de manter ou remodelar a parede celular (73).
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Em 2014, Loots e colaboradores usaram a mesma abordagem (GCxGC-TOF-MS), para
investigar mutacdes no gene katG que conferem monoresisténcia a Inh, e elucidar os
mecanismos relacionados a resisténcia a Inh sob o ponto de vista da metabolomica. Este estudo
identificou novas vias metabodlicas e biomarcadores comparando os perfis de metabolitos entre
duas cepas resistentes & Inh e a cepa do tipo selvagem. Os resultados demonstraram uma
concentragdo elevada de 4cidos graxos, alcanos e dlcoois conhecidos por estarem associados ao
estresse oxidativo nas cepas resistentes a Inh. Esses achados revelaram uma maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo e, consequentemente, a regulagdo positiva de alguns
mecanismos associados a redu¢do do estresse oxidativo, incluindo uma via de degradag¢do do
acido ascorbico nas cepas resistentes a Inh, uma via nunca proposta anteriormente em M.
tuberculosis. Em conclusdo, os metabolitos identificados neste estudo corroboram o
pressuposto de que M. tuberculosis possui mecanismos compensatorios, incluindo a captagao
e utilizagdo de alcanos e dcidos graxos como fontes adicionais de carbono e energia (69).

Foi possivel perceber no presente estudo que cepas sensiveis possuem em seu perfil
metabdlico mais acido pantoténico e biotina do que cepas resistentes, duas moléculas que estiao
diretamente relacionadas com a sintese de acidos graxos. O &cido pantoténico ¢ uma molécula
essencial para sintese de coenzima A e de proteina transportadora de acil, que desempenham
importante papel como carreadores do grupo acil no metabolismo de 4cidos graxos, no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) e varias outras reagdes associadas ao metabolismo intermedidrio
(80). Logo, podemos postular que a presenca em baixos niveis de dcido pantoténico em cepas
resistentes e a consequente baixa na sintese de de coenzima A e proteina transportadora de acil
estd interferindo diretamente na sintese de acido micolico que por sua vez ¢ um importante
componente da parede celular. J4 a biotina ¢ um cofator essencial para duas importantes
enzimas de M. tuberculosis; uma delas ¢ a piruvato carboxilase, que embora ndo tenha um papel
bem elucidado em M. tuberculosis, desempenha um importante papel no metabolismo central

em muitas espécies bacterianas, repondo o TCA com oxaloacetato. Outra importante enzima ¢
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a acil-coA carboxilase que, como o proprio nome ja diz, catalisa a carboxilacao de varios
substratos de acil-coA, cujos produtos alimentam as vias que resultam na producao de acidos
micolicos (81). Entdo, tendo em vista que a biotina € cofator essencial para sintese de piruvato
carboxilase e acil-coA carboxilase, podemos postular que os baixos niveis de destes compostos
em cepas resistentes resultam em perturbacao no TCA e em baixa sintese de acido micélico na
parede celular respectivamente. Foi possivel identificar altos niveis de hercinina e betaina no
perfil metabolico das cepas XDR quando comparadas aos demais grupos. A catalise de
hercinina ¢ um passo intermediario na via de biossintese de ergotioneina que por sua vez, ¢ um
dos principais tampdes redox que protege as bactérias contra agentes oxidativos, além de
regular a fisiologia microbiana, o metabolismo celular e a patogenese (82, 83). Esses dados
corroboram em parte com os achados de Genghof e Damme, que em 1964 demonstraram que
cepas resistentes a Inh produziam niveis consideraveis de hercinina (84). Logo, ¢ possivel
postular que o acumulo de hercinina esteja acontecendo devido a alta demanda de sintese de
ergotioneina a fim de combater o alto estresse oxidativo que esta ocorrendo devido as mutagdes
em genes criticos para sobrevivéncia bacteriana que além de conferir resisténcia a drogas nas
cepas XDR, tém efeitos em importantes processos celulares.

Além das importantes moléculas descritas acima, dois aminoécidos, prolina e
isoleucina, também foram encontrados em niveis diferenciados entre o grupo de cepas sensiveis
e o grupo de cepas resistentes. Tais moléculas, por serem estiaveis e de identificagdo
potencialmente simples, sdo importantes candidatos a biomarcadores. Assim, o presente estudo
representa um avango significativo no atual entendimento do efeito da resisténcia a drogas no
metabolismo bacteriano, apresenta possiveis avenidas a serem seguidas para a confirmagdo de
marcadores especificos de resisténcia a drogas, em pelo menos dois niveis MDR e XDR. Além
disto, pode contribuir de forma significativa para o desenvolvimento de métodos diagndsticos
baseados em dados de meaboloma. Entretanto, vale frisar que estudos adicionais serdo

necessarios para que alguns de nossos achados sejam validados, visto que, as moléculas aqui
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citadas constituem apenas possibilidades de biomarcadores que podem vir a ser explorados dos
nossos dados, entre muitos outros. Além disso, os achados deste estudo destacam a importancia
do metabolismo dos 4cidos graxos e acidos micdlicos, essenciais para a estrutura da parede
celular e para a resposta ao estresse oxidativo, como vias de resisténcia de M. tuberculosis ¢
abrem um leque de possiveis empregos de técnicas de metabolomica como importantes
ferramentas para a deteccdo de resisténcia a drogas através de biomarcadores. Tais ferramentas
devem continuar a ser utilizadas ndo s6 em M. tuberculosis, mas em diversas outras bactérias
resistentes, pois além de ampliar o conhecimento a respeito de mecanismos de resisténcia,
podem também auxiliar o avango do diagndstico e tratamento de doencgas infeciosas para as

quais a resisténcia a drogas mostra-se como um problema significativo.
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7. CONCLUSAO

Com a realizagdo desse trabalho, foi possivel observar que de fato existem diferengas
significativas entre os perfis metabolicos os distintos grupos de resisténcia aos farmacos (S,
MDR e XDR) e que € possivel observar tais diferencas através de espectrometria de massas de
alta vazao. Logo, ¢ possivel afirmar que esta ferramenta pode vir a ser utilizada como método
de triagem no diagnostico de resisténcia, para que na clinica o tratamento possa ser iniciado
com mais dados empiricos, evitando a escolha de drogas incorretas para o tratamento e o
desenvolvimento e espalhamento da resisténcia.

Além disso, este estudo demonstra que moléculas estdveis e de identificacao
possivelmente simples podem representar possiveis candidatos a biomarcadores de resisténcia,
0 que nos leva a crer que futuramente esses compostos possam ser utilizados em testes
imunocromatograficos rapidos para detec¢do de resisténcia, o que resultaria em rapidez no
diagndstico e consequentemente em um bloqueio mais efetivo da cadeia de transmissdo da
doenga, devido ao inicio mais rapido de um tratamento adequado e eficaz de acordo com a cepa

infectante.
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8. PERSPECTIVAS

Visa-se prosseguir o projeto com a realizacio das seguintes etapas:

e Avaliar novamente os extratos de metabolitos de amostras do segundo experimento
utilizando a mesma abordagem, com o intuito de verificar se ndo houve erro no
processamento anterior;

e Utilizar amostras com perfil de resisténcia desconhecido e amostras com perfil conhecido
em uma mesma injecdo, com o intuito de agrupar as mesmas, de modo que possamos
predizer qual o perfil de resisténcia de dada amostra desconhecida;

e Utilizar uma abordagem de fargeted metabolomics, com o intuito de se identificar ions
considerados com alto poder discriminatorio e boa identidade putativa em novas amostras;

e Treinar um classificador de arvore de decisdo para predizer o perfil de resisténcia da cepa
baseado nos perfis metabdlicos gerados por MS;

e Utilizar uma abordagem quantitativa dos compostos previamente identificados através de
Stable Isotope Labeling utilizando padrao marcado com deutério, a fim de se obter a

quantificagdo absoluta do composto em uma dada amostra biologica.
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