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RESUMO

O desenvolvimento e aplicacdo de novas ferramentas moleculares mostrou a real complexidade
envolvida na infeccdo por Mycobacterium Tuberculosis. O sequenciamento do genoma completo
do Bacillus de Koch pode revelar informacdes sobre a verdadeira extenséo das mutacdes pontuais
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que conferem resisténcia ao tratamento a estas bactérias. Técnicas completas de seqlienciamento
gendmico e sua disponibilidade em bancos de dados publicos, tém sido responséaveis pelo
crescimento exponencial de ferramentas computacionais para extrair informacbes sobre
caracteristicas importantes codificadas nos genomas das espécies do complexo Mycobacterium.
Este é um estudo de revisdo da literatura, a partir de plataformas de pesquisa cientifica, com o
objetivo de discutir como as ferramentas computacionais utilizadas para andlise do
sequenciamento genémico completo do M. tuberculosis podem identificar a relacdo genética entre
mutacBes de cepas e resisténcia antimicrobiana. O seqlienciamento gendmico completo é
considerado um marcador de vigilancia de transmissao e resisténcia a drogas, assim como um forte
preditor do surgimento de possiveis mecanismos de resisténcia a drogas de primeira e segunda
linha utilizadas no tratamento da tuberculose pulmonar.

Palavras-chave: Genoma, Antibioticos, Tuberculose.

1 INTRODUCAO

Com o advento de novos processos de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico ap6s o
fim da Segunda Guerra Mundial no ano de 1945, técnicas mais complexas e precisas comegaram
a ser utilizadas pelas industrias farmacéuticas, pesquisadores da area da salde, pesquisadores
académicos e outros setores publicos e privados para o refinamento e descoberta de novas
substancias e moléculas com atividade bioldgica (CHAKRAVORTY, 2017).

A conclusé@o do Projeto Genoma Humano, a partir de 1970, trouxe novas informacdes
sobre caminhos moleculares e respostas celulares a varias doengas, esta evolucdo do conhecimento
da biologia molecular e celular, revolucionou quando os receptores celulares se tornaram
agregados a estratégias baseadas em alvos moleculares para a descoberta de novas substancias
terapéuticas (CHAKRAVORTY, 2017; DA COSTA, 2017).

Os recursos computacionais utilizados para a identificacdo de novas substancias também
se tornaram parte do processo de desenvolvimento de medicamentos nas industrias farmacéuticas,
as metodologias virtuais em silico, aumentaram a produtividade tatica da pesquisa e diminuiram o
tempo e o custo durante as fases de desenvolvimento. Com a melhoria do conhecimento prévio
dos mecanismos histoldgicos, fisioldgicos e patoldgicos responséveis por algumas doengas, Novos
compostos terapéuticos promissores puderam ser identificados para tratamento e, a partir dai,
desenvolver-se mais adequados nas estratégias do silico com os dados disponiveis sobre a estrutura
do alvo molecular selecionado e dos ligandos conhecidos (DOMINGUEZ, 2018; LIMA, 2017;
MEEHAN, 2019).

Desde a disponibilidade do sequenciamento do genoma Bacillus de Koch em 1998, o
conhecimento e a compreensdo desta bactéria aumentaram significativamente, mas a expectativa

de que a era pos-gendmica levaria a novas e eficazes intervencdes terapéuticas ainda permanece
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utopica. A extrema complexidade do envelope celular micobacteriano, que confere baixa
permeabilidade, é um dos fatores que poderia explicar tal falha. Drogas atuais ou candidatos ao
tratamento da Tuberculose (TB) foram identificados usando a abordagem droga-para-alvo em
micobactérias. Esta abordagem baseia-se na triagem de pequenas moléculas em bactérias
cultivadas (triagem de células inteiras) ou células infectadas (triagem de alto conteldo)
(DOMINGUEZ, 2018; PEDELACQ, 2020; TUNSTALL, 2020).

A pesquisa em gendmica bacteriana conquistou espaco nas ciéncias devido ao objetivo
de melhorar o tratamento atual. O desenvolvimento de novos medicamentos para TB segue alguns
objetivos gerais, que seriam: a reducdo da duracdo do tratamento e possivelmente a diminuicao da
frequéncia de dosagem; melhoria do efeito bactericida em populacbes replicantes e nao
replicantes; efeito terapéutico contra cepas resistentes a medicamentos; reducdo das interagdes
medicamentosas com outros medicamentos e efeitos adversos; melhor biodisponibilidade oral e
padrdo farmacocinético eficiente com maior penetracdo tecidual e, finalmente, o baixo custo
garantindo a acessibilidade universal (IKETLENG, 2018).

O desenvolvimento e aplicacdo de novas ferramentas moleculares mostrou a real
complexidade envolvida na infecgdo por Mycobacterium Tuberculosis. Sequenciando o genoma
completo do Bacillus de Koch pode revelar informacdes sobre a verdadeira extensdo das mutacoes
pontuais que conferem resisténcia ao tratamento a estas bactérias. A andalise das informacdes
gendmicas comegou a ser usada como um marcador epidemiol6gico e clinico no estudo da
tuberculose (DA COSTA, 2017; MUNIR, 2020; PEREZ-LAGO, 2014; AMBROSETTI, 2020).

2 METODOLOGIA

Este é um estudo de revisao de literatura, baseado em plataformas de pesquisa cientifica.
Para a pesquisa bibliogréafica, os bancos de dados bibliogréaficos cientificos eletrénicos foram
consultados nos meses de julho de 2020 a novembro de 2021: Portal PUBMED, BVS e Google

Academic.

2.1 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

A primeira etapa do estudo consistiu em definir o tema e a questdo da pesquisa, a saber
Como as ferramentas computacionais utilizadas para analisar todo o sequenciamento genético do
M. tuberculosis podem identificar a relacdo genética entre mutacbes de cepas e resisténcia
antimicrobiana? Na segunda etapa, foram selecionadas as seguintes palavras-chave: "analise™;

"ferramentas”; "genoma inteiro™; "Mycobacterium Tuberculosis”; "resisténcia”. O operador
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Boolean AND foi usado para cruzar as palavras-chave na plataforma PUBMED, Google Scholar
e a Biblioteca Virtual em Saude (BVS), como mostrado na tabela 1 abaixo.

Para pesquisar os artigos, foram seguidos os seguintes critérios de inclusdo: artigos
publicados entre 2014 e 2021, completos, disponiveis em midia eletrdnica, em portugués, inglés
e/ou espanhol, e que cobriam diretamente o assunto. Estudos que ndo estavam relacionados ao

tema e monografias, dissertacOes, teses e legislacdo foram excluidos.

Tabela 1 - Referéncia cruzada de palavras-chave de acordo com o banco de dados e periodo de busca

Banco de dados/chaves de pesquisa Qualquer periodo 2017 - 2021
PubMed/ (((Res_,isténcia a drogas) AND (_Bacterial)) AND (Anti- 34064 8785
Bacterial Agents)) AND (Genetic Phenomena)
Google Scholar/ (((Resisténcia a drogas) AND (Bacterial)) 13200 5440
AND (Anti-Bacterial Agents)) AND (Genetic Phenomena)
VHL/ (((Resisténcia a drogas) AND (Bacterial)) AND (Anti- 124 32
Bacterial Agents)) AND (Genetic Phenomena)

Fonte: Elaboragéo propria (2022)

No PUBMED foram encontrados 34.064 artigos, no Google Academic foram encontrados
13.200, no BVS foram encontrados 124 estudos, os filtros de tempo foram aplicados excluindo os
artigos publicados no periodo anterior a 2017, tipos de pesquisa e artigos publicados na integra,
apos a leitura do titulo foram selecionados 87 artigos. Apds a identificacdo dos titulos, os resumos
foram lidos e a leitura diagonal foi realizada, o que seria uma analise superficial da introducéo e
dos resultados da pesquisa, resultando em 27 artigos ao final da leitura. Finalmente, 15 dos artigos
selecionados foram lidos na integra, de acordo com o fluxograma, adaptado do formato PRISMA

para a preparacdo de revisfes sistematicas, mostrado na figura 01:
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Figura 1 - Fluxograma de identificagdo, selecio, exclusdo e inclusdo de artigos, para o desenvolvimento da Pesquisa.

)
(e} Total de artigos encontrados nas bases . .
© =
zg de dados PUBMED (n=11) e Google —> Remo;/llo:ic::;néfgig)ﬁiattr?:es da
2 Academic (n=12.500) plicag
: '
()
i)
N’/
— _ - Removido (n =171) pela
Artigos selecionados (n = 251) —> leitura dos titulos.
% Artigos selecionados (n =100) |——» Removido (n =73) ap6s a leitura
= dos resumos
=
- '
Artigos selecionados (n=27) |—» Removido (n ,:12) depois de ler
na integra.
e’/
)
o
:g Artigos selecionados para
g revisdo de literatura (n =15)
N’/

Fonte: Elaboracéo propria (2022).

No final, a amostra do estudo consistiu de 15 artigos para analise e discussdo, apenas 0s
artigos que trouxeram o Sequenciamento Genémico Completo dentro das metodologias ou
objetivos foram listados para a preparacao das tabelas de apresentacao de resultados. Apds a leitura
completa dos estudos, 8 artigos foram selecionados para compor a ferramenta de analise dos
resultados, os 7 artigos restantes lidos na integra ajudaram na discusséo e preparacdo do estudo.

Um total de 08 (oito) artigos foram utilizados para apresentar os dados, como mostrado no

grafico 01, onde foram identificados por titulo, ano de publicacdo e autores.

Tabela 2- Artigos incluidos nos resultados de acordo com a identificacdo do artigo, titulo, nomes dos autores, ano de
ublicacdo no periodo de 2015 a 2020.

NOME DO AUTOR TITULO EXERCICIO
O novo Xpert MTB/RIF Ultra: melhorando a detec¢do
de Mycobacterium Tuberculosis e a resisténcia a

Chakravorty, S., Simmons, A. M.,

Rowneki, M., Parmar, H., Cao, rifampicina em um ensaio adequado para testes no 2017
Y.,Ryan, J., J., ... & Alland, D. P quado p
ponto de tratamento
Meehan, C. J., Goig, G. A., Kohl, L .
. Sequenciamento gendmico completo do
T. A, Verboven, L., Dippenaar, Mycobacterium Tuberculosis: padrdes atuais e questdes 2019
A., Ezewudo, M., ... & Van Rig, y P a

A em aberto

Gendmica, biologia computacional e descoberta de
drogas para infec¢des micobacterianas: combatendo o 2020
surgimento de resisténcia

Munir, A., Vedithi, S. C.,
Chaplin, A. K., & Blundell, T. L.
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Tunstall, T, Portelli, S., Phelan, Combinando estrutura e gendmica para entender a
3., Clark, T. G., Ascher, D. B., & UrLLra € genomica p 2020
resisténcia antimicrobiana
Furnham, N
Iketleng, T., Lessells, R.,
Dlamini, M. T., Mogashoa, T., Mycobacterium Tuberculosis seqlienciamento de toda a 2018
Mupfumi, L., Moyo, S., ... & de préxima geracdo do genoma: oportunidades e desafios
Oliveira, T.

Waman, V. P., Vedithi, S. C.,
Thomas, S. E., Bannerman, B. P., Gendmica micobacteriana e bioinformatica estrutural: 2019

Munir, A., Skwark, M. J., ... & oportunidades e desafios na descoberta de drogas

Blundell, T. L.

do Carmo Guimarées, J. D. L., Seqlienciamento de todo 0 genoma como uma

von Groll, A., Unis, G., Dalla- ferramenta para estudar a microevolucdo dos isolados 2021
Costa, E. R., Rossetti, M. L. R., de Mycobacterium Tuberculosis em série resistentes a

Vianna, J. S., ... & Silva, P. E. A drogas

Gomez-Gonzalez, P. J., Andreu, Uma andlise integrada de todo o genoma da

N., Phelan, J. E., de Sessions, P. . . A

. Mycobacterium Tuberculosis revela insights sobre a 2019
F., Glynn, J. R., Crampin, A. C., N ) .
e Clark T. G. relacdo entre seu genoma, transcriptoma e metiloma

Fonte: Elaboracéo propria (2022).

Na quarta etapa, as informacdes a serem extraidas dos artigos selecionados foram listadas.
Para reunir e sintetizar as informacdes-chave do estudo, foi preparado um instrumento que
continha as seguintes variaveis: titulo, pais e ano de publicacdo, nome dos autores, objetivo,
metodologia e principais resultados.

Na quinta etapa da pesquisa, 0s resultados foram alcancados apds a extracdo e interpretacdo
das informac6es obtidas na etapa anterior do estudo. Finalmente, na sexta etapa, foi apresentada a
sintese dos conhecimentos extraidos sobre o que foi publicado na Analise Completa da
Seqiienciacdo do Genoma.

Os dados coletados foram analisados sistematicamente através da andlise final dos artigos,
que foram organizados em duas tabelas, com o objetivo de captar um determinado tema. Como se
trata de uma revisdo de literatura utilizando artigos de dominio publico, o presente estudo ndo

requer a avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 1952 o papel do acido desoxirribonucleico (DNA) como molécula que codifica a
informacao genética foi validado, era 0 DNA e ndo a proteina que era captada e transmitida por
células bacterianas infectadas por um bacteriéfago. Apds o advento da bioinformatica e o
reconhecimento da linguagem do DNA como codigo genético, houve avangos no campo da

biologia molecular, especialmente com o advento dos projetos de genoma, que geraram volumes
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intensos de informacbes obtidas a partir do sequenciamento de fragmentos de DNA
(CHAKRAVORTY, 2017; MUNIR, 2020).

As técnicas de seqlienciamento genémico completo e sua disponibilidade em bancos de
dados publicos foram responséveis pelo crescimento exponencial de ferramentas computacionais
para extrair informacdes sobre caracteristicas importantes codificadas nos genomas das espécies
do complexo Mycobacterium. As analises gendmicas do M. tuberculosis podem caracterizar a
viruléncia e a patogenicidade de diferentes cepas, contribuindo para o estabelecimento de dados
epidemioldgicos precisos sobre processos patogénicos (IKETLENG, 2018; WAMAN, 2019;
GOMEZ-TANGARIFE, 2018).

As 08 producdes selecionadas trouxeram Seqiienciamento Gendmico Completo dentro
das metodologias ou objetivos, estdo representadas na tabela 03 e representam a amostra
sintetizada de acordo com a identificacdo do artigo, titulo, nomes dos autores, objetivo, método e

ano de publicacéo.

Tabela 3 - Resumo dos artigos incluidos na revisdo de acordo com a identificacdo do objetivo, método utilizado na

esquisa.

NOME DO AUTOR

OBJETIVO

METODO

Chakravorty, S.,
Simmons, A. M.,
Rowneki, M., Parmar,
H., Cao, Y., Ryan, J,,
& Alland, D.

Demonstrar as caracteristicas
de projeto e as caracteristicas
operacionais de um teste Xpert
Ultra aprimorado

Também foram testadas amostras clinicas
congeladas, coletadas prospectivamente de
pacientes com suspeita de tuberculose, com e sem
tuberculose confirmada por cultura.

Meehan, C. J., Goig, G.
A., Kohl, T. A,
Verboven, L.,
Dippenaar, A.,
Ezewudo, M., M., ... &
Van Rie, A

Descrevemos 0 panorama
atual dos oleodutos e
aplicacdes da WGS e

estabelecemos as melhores

praticas para a M. tuberculosis
WGS.

Eles fizeram o sequenciamento genético direto de
alguns espéecimes clinicos de pacientes com
tuberculose. Eles analisaram as variantes
gendmicas da tuberculose, incluindo os espécimes
clinicos, e para prever os perfis de suscetibilidade
as drogas.

Munir, A., Vedithi, S.
C., Chaplin, A. K., &
Blundell, T. L.

Descrever abordagens
orientadas por estrutura para
compreender os impactos das

mutacdes que dao origem a
resisténcia antimicobacteriana
e 0 uso dessas informagdes no

projeto de novos
medicamentos.

Eles avaliaram as ferramentas levantadas por
pesquisadores em um documento anterior, que
forneceu uma atualizagdo sobre os recentes
desenvolvimentos no pipeline de
desenvolvimento de medicamentos para TB
(incluindo novos antimicrobianos e drogas de
alvo alvo de hospedeiros) a medida que eles séo
aplicados a novos regimes para encurtar e
melhorar os resultados do tratamento da TB.

Tunstall, T., Portelli,
S., Phelan, J., Clark, T.
G., Ascher,D.B., &
Furnham, N

Apresentar vérias das
principais ferramentas e
métodos computacionais

atualmente disponiveis para
medir as consequéncias
mutacionais, com foco
naquelas ferramentas que
foram usadas para analisar a

Eles apresentaram algumas ferramentas baseadas
em seqiiéncia e estrutura que prevéem o efeito de
mutacdes patogénicas. No caminho metodoldgico,
eles utilizaram a tabela com uma lista atualizada
das ferramentas atualmente disponiveis. O tipo de
método para cada ferramenta € especificado
usando o seguinte cddigo; S: baseado em
sequiéncia, St: baseado em estrutura, SA:
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variacdo dentro de um genoma
patogénico.

alinhamento de seqUiéncia, SS: sequéncia e
estrutura, (St): estrutura, se disponivel

Iketleng, T., Lessells,
R., Dlamini, M. T,
Mogashoa, T.,
Mupfumi, L., Moyo,
S., ... & de Oliveira, T.

Discutir as tremendas
oportunidades que a proxima
geracdo da WGS apresenta em
termos de compreenséo da
epidemiologia molecular da
tuberculose e dos mecanismos
de resisténcia as drogas.

Eles apresentaram os desafios atuais para
implementar a WGS em ambientes de baixa e
média renda. Utilizaram métodos moleculares

como o Xpert MTB/RIF

Waman, V. P., Vedithi,
S. C., Thomas, S. E.,
Bannerman, B. P.,
Munir, A., Skwark, M.
J., ... &Blundell, T. L.

Descrever o impacto da rapida
expansao do seqlienciamento
do genoma e anotacdes do
genoma/estrada que
melhoraram muito o progresso
da descoberta de drogas
orientadas por estrutura.

Utilizaram a anotacdo rapida de dados genémicos,
levando ao desenvolvimento de recursos gerais e
especializados, fornecendo informac6es
importantes e pertinentes sobre seqliéncia,
estrutura, funcdo, caminho metabdlico, taxonomia
e mutacdes de resisténcia a drogas.

do Carmo Guimardes,
J.D. L., von Groll, A,,
Unis, G., Dalla-Costa,
E. R., Rossetti, M. L.
R., Vianna, J. S,, ... &
Silva, P. E. A

Descrever a microevolugdo da
resisténcia as drogas em
isolados em série de seis

pacientes previamente
tratados.

A pesquisa teve 6 participantes, eles realizaram
amostras dos seis pacientes, cultura e extragdo de
DNA, depois realizaram testes de sensibilidade a
drogas, como ensaios de catalase, a resisténcia a
drogas foi inicialmente investigada usando
métodos fenotipicos, seguidos por abordagens
genotipicas e Genotipagem das cepas.

Gomez-Gonzalez, P. J.,
Andreu, N., Phelan, J.
E., de Sessions, P. F.,
Glynn, J. R., Crampin,
A.C., .. &Clark, T. G.

Integrar a caracterizagéo
gendmica, transcriptdmica e
de metilacdo baseada em
seqliéncia em um conjunto de
amostras comum

O Mtb foi isolado de 22 amostras de saliva de 22
pacientes diferentes com tuberculose coletadas
entre 2003 e 2009 em Karonga, um distrito no
norte do Malawi. A maioria dos individuos era

HIV positivo (16/22). O DNA gendmico foi
extraido e sequenciado usando as tecnologias
PacBio single molecule real-time sequencing
(SMRT) e lllumina. Os isolados Mtb foram
cultivados por cultura liquida (na auséncia de
drogas antimicrobianas) a partir de estoques
congelados de Lowenstein-Jensen ou culturas
liquidas derivadas de amostras ja isoladas da
expectoracdo de pacientes. As amostras foram
sequenciadas no Genome Institute of Singapore.

Fonte: Elaboragdo propria (2022).

Os diferentes métodos de analise das amostras utilizadas nos estudos encontrados
demonstraram como o sequenciamento genémico completo do Mycobacterium Tuberculosis
evoluiu rapidamente de uma ferramenta de pesquisa para uma ferramenta de aplicacéo clinica
aplicavel tanto para o diagndstico e tratamento da tuberculose quanto para a vigilancia da satde
publica.

O grafico 02 mostra os principais resultados e a discussdo dos estudos sobre o
Sequenciamento Completo do Genoma Mycobacterium Tuberculosis e a identificacdo dos

Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana.
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Tabela 04- Resumo dos resultados apresentados nos periédicos publicados de 2015 a 2020.

AUTOR

RESULTADOS E DISCUSSAO

Chakravorty, S., Simmons,
A. M., Rowneki, M.,
Parmar, H., Cao, Y., Ryan,
J., J., ... & Alland, D.

Os limites de deteccdo ultra e Xpert (LOD), faixas dindmicas e deteccdo de
mutacdo RIF-R rpoB foram testados em amostras de DNA ou expectoracéo de
Mycobacterium Tuberculosis com nimeros conhecidos de M. tuberculosis
H37Rv ou Mycobacterium bovis BCG CFU. Todas as M. tuberculosis rpoB
associadas as mutagGes RIF-R testadas foram identificadas pelo Ultra. Os testes
em amostras clinicas de saliva, Ultra versus Xpert, resultaram em uma
sensibilidade geral de 87,5% (intervalo de confianca de 95% [CI], 82,1/91,7)
versus 81,0% (95% Cl, 74,9/86,2) e uma sensibilidade em amostras de
esfregaco de saliva negativa de 78,9% (95% ClI, 70,0/86,1) versus 66,1% (95%
Cl, 56,4/74,9). Ambos os testes tiveram uma especificidade de 98,7% (95% ClI,
93,0/100), e ambos tiveram precisGes comparaveis para a deteccao de RIF-R
nestas amostras.

Meehan, C. J., Goig, G.
A., Kohl, T. A., Verboven,
L., Dippenaar, A.,
Ezewudo, M., M., ... &
Van Rie, A

O sequenciamento do genoma inteiro (WGS) de Mycobacterium Tuberculosis
evoluiu rapidamente de uma ferramenta de pesquisa para uma aplicagéo clinica
para o diagnostico e tratamento da tuberculose e na vigilancia da saude publica.
Este desenvolvimento tem sido facilitado por declinios draméticos nos custos,
avancos na tecnologia e esforgos concertados para traduzir dados de
seqlienciamento em informacg6es aciondveis. Ha um risco, entretanto, de que na
auséncia de consenso e normas internacionais, o uso generalizado da tecnologia
WGS possa resultar em dados e processos que carecem de harmonizagéo,
comparabilidade e validacéo.

Munir, A., Vedithi, S. C.,
Chaplin, A. K., &
Blundell, T. L.

Eles discutiram a aplicacéo de ferramentas computacionais e abordagens
experimentais no contexto da descoberta de drogas micobacterianas e
resisténcia a drogas antimicrobianas com énfase na tuberculose e na hanseniase.
Eles mostraram que os dados gerados pelo seqiienciamento de genomas inteiros
de isolados clinicos podem ser rastreados para a presenca de mutacdes
resistentes a drogas. Uma analise preliminar em silico das mutacdes pode entéo
ser usada para priorizar o trabalho experimental para identificar a natureza
dessas mutagdes.

Tunstall, T., Portelli, S.,
Phelan, J., Clark, T. G.,
Ascher, D. B., & Furnham,
N

As ferramentas computacionais podem avaliar de forma rapida e barata o efeito
das mutagdes sobre a funcéo e evolucdo das proteinas. As percepcdes
subseqientes podem entdo informar estudos experimentais e direcionar métodos
computacionais existentes ou novos. A combinacéo de resultados gendmicos
com os efeitos biofisicos das muta¢Bes pode ajudar a revelar a base molecular e
as conseqiiéncias do desenvolvimento da resisténcia.

Iketleng, T., Lessells, R.,
Dlamini, M. T., Mogashoa,
T., Mupfumi, L., Moyo, S.,

... & de Oliveira, T.

O sequenciamento direto de amostras de expectoragdo sem a necessidade de
cultura forneceria uma imagem mais precisa da estrutura da populacdo de
infeccBes mistas. A representacao relativa de diferentes linhagens em infec¢des
mistas pode ser capturada sem o crescimento excessivo de algumas linhagens
sobre outras devido a condicBes favoraveis de cultura. Isto informaria melhor as
intervengdes de tratamento e prevencao.

Waman, V. P., Vedithi, S.
C., Thomas, S. E.,
Bannerman, B. P., Munir,
A., Skwark, M. J,, ... &
Blundell, T. L.

As primeiras abordagens para a descoberta de novos antibidticos baseavam-se
quase que inteiramente na triagem fenotipica de células inteiras de produtos
naturais, extratos microbianos e caldos de fermentagdo. As caracteristicas
estruturais também podem ser usadas para refinar ainda mais a selecéo e
validac¢do do alvo, incluindo a falta de homologia estrutural com o hospedeiro
humano para evitar toxicidade e ligabilidade baseadas em mecanismos que
levem a modulacdo da atividade alvo.

do Carmo Guimardes, J. D.
L., von Groll, A., Unis, G.,
Dalla-Costa, E. R.,
Rossetti, M. L. R., Vianna,
J.S., ...&Silva, P.E. A

Os pesquisadores apontaram que o uso de sequenciamento genémico completo
permitiu a identificagdo de mutagdes nos genes katG , rpsL e rpoB associados a
resisténcia a drogas, incluindo a deteccéo de mutagdes raras inkatG e
populagBes de cepas mistas. Também foram realizados estudos de simulagéo de
ajuste molecular do impacto das mutac@es observadas na ligacéo de isoniazida.
Sequienciamento de genoma inteiro detectou 266 polimorfismos de nucleotideos

International Seven Journal of Health, Sdo José dos Pinhais, v.2, n.2. p. 116-133, Mar./Abr., 2023.



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/docking-molecular
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/docking-molecular
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/docking-molecular
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/single-nucleotide-polymorphism

INTERNATIONAL SEVEN JOURNAL
OF

ISSN: 2764-9415

Unicos entre dois isolados obtidos de um paciente, sugerindo um caso de
reinfeccéo exdgena.

Gomez-Gonzalez, P. J., A pesquisa mostrou que para cada isolado, os dados da seqiiéncia bruta foram
Andreu, N., Phelan, J. E., alinhados ao genoma de referéncia H37Rv, levando a uma cobertura média de
de Sessions, P. F., Glynn, >100 vezes. Em todas as amostras, 9.384 SNPs Unicos foram caracterizados,
J.R., Crampin,A.C,, ... & com ~40% deles identificados em isolados Gnicos. Apenas 1.446 dos 9.384

Clark, T. G. SNPs estavam localizados em regifes intergénicas.

Fonte: Elaboragao propria (2022).

O estudo de Chakravorty (2017), trouxe a primeira demonstracdo das caracteristicas de
projeto e das caracteristicas operacionais de um ensaio chamado Xpert Ultra aprimorado. Ele
evidenciou nas descobertas uma excelente sensibilidade no teste de amostras de escarro com
esfregacos de escarro positivo, entretanto, ele demonstrou que Xpert € ligeiramente menos sensivel
quando realizado em amostras de escarro com esfregacos de escarro negativo. Ultra deve melhorar
significativamente a deteccdo da tuberculose, especialmente em pacientes com doenca
paucibacilar, e pode proporcionar uma detec¢do RIF-R mais confiavel. A sensibilidade do ensaio
também foi limitada nos resultados utilizando espécimes extrapulmonares, que sao conhecidos por
terem considerado niveis menores de bacilos em compara¢do com 0s espécimes pulmonares.

No artigo da lketleng (2018), os autores apontaram que o futuro da WGS do M.
tuberculosis reside na capacidade de aplicar o método diretamente ao escarro, ja que este é o
material clinico mais comumente disponivel em laboratérios que realizam sequienciamento de
cepas. Waman (2019) trouxe que abordagens computacionais para prever os efeitos das mutacGes
na estrutura e funcdo da proteina podem ser Uteis na compreensdo do mecanismo de resisténcia as
drogas.

Para Gomes (2019), o estudo dos perfis transcriptdmicos especificos da linhagem e os
mecanismos que regulam a expressdo génica nas cepas de M. tuberculosis podem fornecer
informacdes sobre os mecanismos subjacentes a essas diferencas bioldgicas. Tais mecanismos
serdo Uteis para identificar alvos potenciais para o desenvolvimento de novos medicamentos
usados no tratamento da Tuberculose ou vacinas anti-tuberculose.

Os resultados mostraram que os dados gerados pelo sequienciamento do genoma inteiro de
espécies isoladas de casos clinicos podem servir como um rastreador para possiveis mutagdes
resistentes a drogas. Esta combinacéo de resultados de leitura do genoma com os efeitos biofisicos
das mutacOes existentes em cepas pode ajudar a investigar a base molecular e as consequiéncias do
desenvolvimento de resisténcia a uma Unica droga ou mesmo resisténcia a maltiplas drogas.

Todos os estudos concluiram que as tecnologias aplicadas ao sequenciamento genémico
podem detectar mutagdes pontuais raras relacionadas a resisténcia a drogas usadas no tratamento,

bem como identificar subpopulacdes de cepas resistentes e analisar varias causas relacionadas a
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reinfeccdo exdgena e resisténcia multipla, contribuindo para o controle do tratamento da TB,
orientando a implementacdo precoce de intervencgdes clinicas e terapéuticas adequadas e eficazes
em varias situacdes.

Os métodos de genotipagem podem contribuir para a diferenciagdo e compreensdo das
cadeias de transmissdo do complexo M. tuberculosis, bem como ajudar na abordagem de questdes
clinicas como a viruléncia e fatores patogénicos. Entretanto, os métodos classicos de
sequienciamento genémico sdo limitados apenas a um conjunto de regides polimdrficas contidas
em fragmentos de genoma (CHAKRAVORTY, 2017).

3.1 SEQUENCIAMENTO GENETICO COMPLETO DO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
EA IDENTIFICACAO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA.

No ano de 1998 foi publicada e revisada em 2002 e 2010 a sequéncia do genoma da
linhagem do laboratério Mtb H37Rv. As abordagens de seqtienciamento de genoma inteiro (WGS)
usam plataformas de sequenciamento de DNA para reconstruir a seqiiéncia completa de DNA do
genoma de um organismo. As abordagens baseadas no WGS estdo mudando rapidamente os
métodos laboratoriais de pesquisa para aplicagdes em cuidados clinicos e salde publica. A
Organizacdo Mundial da Saude tem usado o WGS para a vigilancia da resisténcia a drogas (DO
CARMO GUIMARAES, 2021; GOMEZ-GONZALEZ, 2019).

O fluxo de trabalho padrdo para anélise WGS de cepas de Mycobacterium Tuberculosis
(Mtb) envolve cultura de amostras de saliva Lowenstein ou extracdo de DNA liquido de células,
preparacdo de bibliotecas e seqlienciamento usando tecnologias de leitura curta. Dados genémicos
para um conjunto de isolados também podem ser usados para investigacdes de vigilancia e
transmissdo (TUNSTALL, 2020; AMBROSETTI, 2020; DO CARMO GUIMARAES, 2021).

A amostra clinica (geralmente expectoracdo) é cultivada pela primeira vez por até 6
semanas, seguida de extracdo de DNA gendmico e sequenciamento. Os resultados do
sequenciamento resultantes podem ser depositados on-line em repositorios publicos e também
realizados através de oleodutos. A segmentagdo dos elementos desses pipelines ocorre
inicialmente com leituras de um gene de referéncia (geralmente a cepa M. tuberculosis H37Rv) e
depois com as variantes gendmicas. Listas das leituras de seqiienciamento genémico podem entao
ser usadas para uma variedade de andlises, tais como tipagem de cepa, agrupamento de transmissao
e perfil de resisténcia a drogas (TUNSTALL, 2020).

A cepa M. tuberculosis H37Rv foi recentemente sequenciada por varios centros de

pesquisa. Anotac¢des continuamente atualizadas e informag6es gendmicas sobre H37Rv podem ser
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encontradas nos servidores da TubercuList e Mycobrowser e no banco de dados da TB. A primeira
estrutura proteica de uma M. tuberculosis depositada no Banco de Dados de Proteinas (PDB) foi
a de superoxido dependente do ferro dismutase. Seguiu-se a estrutura da proteina transportadora
de enoyl-acyl (ACP) reductase InhA, para a qual 80 estruturas estdo agora disponiveis. Na época
da primeira publicacdo da sequéncia genémica da cepa H37Rv, havia apenas oito estruturas de
proteina Mtb no PDB (TUNSTALL, 2020).

No ano de 2018, um total de 2124 Mtb de estruturas foram depositadas no PDB,
representando 585 estruturas unicas, as estruturas restantes correspondem em sua maioria em
diferentes complexos das estruturas Gnicas com pequenas moléculas. Os programas usados pela
biologia estrutural e genémica sao projetados para estabelecer uma continuidade entre seqiiéncias,
estruturas e funcdes individuais, levando assim a um melhor entendimento do Mtb promovendo
um projeto racional baseado em estruturas de novas drogas para TB. Vérias iniciativas de
bioinformatica estrutural também foram desenvolvidas para aumentar a cobertura estrutural do
proteoma Mtb (DOMINGUEZ, 2018).

Figura 2 - Mapa circular do cromossomo do M. tuberculosis H37Rv.
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Fonte: Cole ST, Brosch R, Parkhill J, Garnier T, Churcher C, Harris D, et al. Decifrando a biologia de Mycobacterium
Tuberculosis a partir da seqiiéncia completa do genoma. A natureza. 1998; 393 (6685): 537-44.

O genoma da cepa M. tuberculosis H37Rv tem 4.411.529 pares de bases em sua
composigdo. Seu conteudo é relativamente constante em 65,6% de guanina e citosina em toda a
cadeia de DNA. O complexo de bactérias pertencentes ao grupo das micobactérias apresenta de
certa forma, uma probabilidade quando analisado por seqtienciamento de genes por 16S rRNA, as

diferencas séo perceptiveis ao comparar as caracteristicas morfoldgicas e a patogenicidade no
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hospedeiro (TUNSTALL, 2020; IKETLENG, 2018; WAMAN, 2019; DO CARMO
GUIMARAES,2021).

M. tuberculosis é caracterizada como uma bactéria patogénica humana apresentada na
forma de bacilos, com morfologia apresentada da seguinte forma: diametro entre 0,3 e 0,5 um, e
uma parede celular muito impermeavel. Ao contrario de outras espécies de bactérias, as
micobactérias ndo podem ser classificadas como organismos Gram positivos ou negativos, devido
as caracteristicas de sua parede celular, o método de coloracdo Gram é ineficaz, levando estas
bactérias a serem classificadas como bactérias resistentes ao alcool acido pela técnica de Ziehl-
Neelsen (GOMEZ-TANGARIFE, 2018).

A complexa parede celular das micobactérias apresenta caracteristicas similares aos dois
grupos de bactérias classificadas como Gram positivas e negativas, enquanto apresenta uma
estrutura rica em lipidios, ndo consegue reter a coloracdo de Gram. Caracteristicas similares as
dos individuos Gram-negativos sdo a presenca de poros na camada lipidica externa e um espaco
periplasmatico entre a membrana interna e a camada peptideoglicana (GOMEZ-TANGARIFE,
2018).

M. tuberculosis é um organismo aerdbico que desempenha eficientemente suas funcbes
bioldgicas em tecidos ricos em oxigénio, o que explica sua afinidade com o tecido pulmonar;
entretanto, eles podem sobreviver em tecidos com quantidades reduzidas de oxigénio. Entretanto,
os padrdes de resisténcia relacionados ao genoma bacteriano ndo séo afetados pelas concentragcdes
dos antibidticos correspondentes, no sangue ou tecido, disponibilidade de oxigénio, ou mesmo
aqueles que possuem mecanismos de resisténcia especificos ao agente estudado para o qual ndo
houve uma resposta clinica adequada quando usado como tratamento (WAMAN, 2019).

GOmez-Tangarife (2018) aponta que com o avanco das tecnologias responsaveis pelo
seqlienciamento de todo o genoma foi possivel identificar mutagBes que possivelmente
influenciariam a ocorréncia de resisténcia e aumentariam as possibilidades de selecionar um alvo
especifico, como um gene ou proteina, que apresenta alguma propriedade ou caracteristica
essencial para o crescimento e/ou sobrevivéncia da bacteria sob as condi¢cdes do processo
infeccioso, tornando possivel identificar o alvo para inibir a atividade e/ou resposta bacteriana.

A identificacdo de mutacGes em genes através da genotipagem do genoma inteiro pode
qualificar e mostrar genes constitutivos e de resisténcia a drogas. Ao identificar fortes preditores
de mecanismos de resisténcia através do seqlienciamento do genoma, a droga pode ser seletiva,
ao ponto de um composto reconhecer proteinas bacterianas eficazes para uma resposta
farmacologica eficaz (GOMEZ-TANGARIFE, 2018).
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Entretanto, a disponibilidade de sequéncias de genoma de diferentes linhagens tornou
possivel comparar todo o genoma, variacdes no nimero de copias de genes, variacdes na seqiiéncia
de DNA, inser¢des ou delecdes de multiplos nucleotideos e muta¢Bes pontuais conhecidas como
polimorfismo de um Unico nucleotideo podem ocorrer (CHAKRAVORTY, 2017).

Tunstall (2020) diz que o processo de analise de seqlienciamento de genoma ocorre
alinhando a sequéncia de DNA com um genoma de referéncia, geralmente a cepa M. tuberculosis
H37Rv. Os métodos de analise baseados na seqiiéncia dependem apenas do gene analisado ou da
sequéncia proteica da cepa, eles séo freqlientemente usados quando ndo ha estrutura proteica
conhecida ou quando a modelagem nao é possivel.

As previsoes feitas por ferramentas de analise de seqliéncia sdo geralmente baseadas em
alinhamentos das estruturas secundérias previstas. Os métodos de alinhamento de seqliéncias
refletem a visdo de dois modelos o alinhamento/similaridade global que considera similaridade ao
longo de todo o comprimento das seqiiéncias e o alinhamento de similaridade local que constitui
uma fracdo do comprimento das sequéncias. Os meétodos de alinhamento local buscam
semelhangas locais em regifes curtas da sequiéncia completa levando a resultados mais
significativos biologicamente e especificados, diferentes daqueles obtidos pelo alinhamento ao
longo de todo o comprimento da sequéncia (CHAKRAVORTY, 2017).

Chakravorty (2017), traz que um dos maiores desafios da bioinformética aplicada a
gendmica é a analise completa dos genomas, ou seja, € necessario melhorar a identificacdo dos
genes previstos computacionalmente e associd-los a uma fungdo e fornecer subsidios para o
desenho de experimentos que possam testar essas previsdes e compara-las com outras ja
existentes. Ha varios programas que realizam o processo de montagem do genoma:
Phred/Phrap/Consed, CAP/PCAP, Celera Assembler, Genome Analyzer (lllumina) e o GS De
Novo Assembler (Roche). Cada programa usa algoritmos diferentes para obter a seqiiéncia de
DNA contigua.

Tunstall (2020) afirma ainda que os métodos baseados em estrutura podem fornecer uma
apresentacao tridimensional das moléculas envolvidas no processo de mutacgdes, 0 que pode ndo
ser evidente apenas pela analise da sequéncia. Os métodos baseados em estrutura incluem a analise
das consequiéncias estruturais e funcionais das mutacGes da proteina, incluindo aquelas sobre o
enrolamento, estabilidade, dindmica e mudancas nas interaces com ligandos.

Apbs o sequenciamento completo do genoma, é necessario identificar todos os genes que
codificam proteinas (proteoma) e a funcédo das proteinas codificadas, procurando semelhangas em
bancos de dados. A selecdo do software bioinformatico para a analise dos dados de
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sequenciamento genético sera determinada pelo objetivo do estudo. O estudo de Gomes (2019),
utilizou o Geneious 9.1.8 (Biomatters), um software desktop que analisa os dados de
sequienciamento. Geneious, segundo os autores, fornece uma interface intuitiva e facil de usar que
transforma dados de seqliéncia bruta em visualizag6es significativas, e pode ser usado para mapear
leituras de seqliéncia FASTQ para um genoma de referéncia disponivel em bancos de dados de
Bioinformatica. FASTQ € o formato de texto usado para armazenar uma seqtiéncia de DNA e seus
indices de qualidade correspondentes.

O sequenciamento do genoma inteiro é considerado um marcador de vigilancia de
transmissdo e resisténcia a drogas, bem como um forte preditor do surgimento de possiveis
mecanismos de resisténcia para drogas de primeira e segunda linha utilizadas no tratamento da
Tuberculose Pulmonar (TB) (WAMAN, 2019; GOMEZ-GONZALEZ, 2019).

Vaérios estudos em escala global tém mostrado alvos em genes envolvidos na resisténcia
fenotipica do Bacillus de Koch, identificando também mutacdes que conferem viruléncia e
patogénese diferentes. Os pesquisadores apontam o sequenciamento de genomas inteiros como o
método padrdo para detectar cadeias de transmissdo em tempo real. Este seqlienciamento pode
facilitar a identificagdo de cepas resistentes, trazendo novos conhecimentos moleculares de
resisténcia, permitindo eficacia para programas de controle de TB (WAMAN, 2019; GOMEZ-
GONZALEZ, 2019).

Com as analises gendémicas do M. tuberculosis, foi possivel identificar genes e regides
gendmicas que estdo envolvidas no desenvolvimento de diferentes tipos de resisténcia. Por
exemplo, a resisténcia a Isoniazida pode estar relacionada ao katG (catalase-peroxidase), inhA
(enoyl acyl reductase), ahpC (alkyl hydroxyperoxide reductase) e, mais recentemente, aos genes
kasA (ketoacyl acyl synthetase) e ndh (NADH desidrogenase) (WAMAN, 2019; GOMEZ-
GONZALEZ, 2019).

4 CONCLUSAO

O estudo de pares de genomas ou multiplos genomas contribui para uma variedade de
estudos, que engloba a elucidacdo de questdes béasicas envolvidas na biologia evolutiva dos
microorganismos e pode ser usado para estudar questfes clinicas muito especificas, tais como a
identificacdo de polimorfismos genéticos de bactérias causadoras de doencas.

O uso de ferramentas de analise bioinformatica € um dos fatores relevantes ao discutir o
sequenciamento gendmico completo do M. tuberculosis, uma vez que, alem de contribuir para o

uso clinico ideal, pode resolver problemas dentro da analise de mutacfes e expressdo génica. A
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compreensdo do surgimento da resisténcia destas bactérias as drogas que tratam o M. tuberculosis
tem sido facilitada pela disponibilidade do sequenciamento genémico completo nos ultimos anos.

O processo de anélise que comecga com o alinhamento dos dados da seqiiéncia de DNA a
uma referéncia de genoma, geralmente a cepa M. tuberculosis H37Rv, pode aumentar a
confiabilidade da identificacdo de novos genotipos, contribuindo para a previsdo da resisténcia da
cepa. Os dados gerados pelo seqlienciamento de genoma inteiro de isolados clinicos podem ser
usados como ferramentas para rastrear a presenca de mutagdes resistentes a varios tipos de drogas.
H& varias contribui¢bes de descobertas gendmicas e abordagem fenotipica quando se trata da
identificacdo de novos alvos para possiveis candidatos a medicamentos e vacinas anti-TB.

O entendimento sobre o surgimento de resisténcia adquirida as drogas que tratam o M.
tuberculosis tem sido facilitado pela disponibilidade de sequenciamento gendmico completo nos
ualtimos anos. Os dados gerados por todo o seqlienciamento genémico de isolados clinicos podem
ser usados como ferramentas para triagem da presenca de mutacdes resistentes a varios tipos de

drogas associadas ou isoladas.
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