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RESUMO

Com o desenvolvimento de técnicas moleculares foi possivel detectar as
diferencas genéticas existentes dentro da espécie Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
permitindo a diferenciacédo de isolados clinicos e identificagdo de cepas individuais.
Foi possivel a partir disto a caracterizacao das diferencas existentes na viruléncia e
imunogenicidade entre as micobactérias de genétipos distintos. A analise dos dados
obtidos através da infeccdo dos macrofagos humanos THP-1 junto com os dados de
genotipagem e caracteristicas clinicas e epidemiolégicas das cepas de micobactéria
permite a avaliacdo relativa da viruléncia destas. A familia genética Beijing,
prevalente em regibes da Asia e na Rissia, esta associada com alta viruléncia, taxa
de transmisséao e resisténcia a drogas e é responsavel por cerca de 60% dos casos
de tuberculose nestas regifes, enquanto que no Brasil estas cepas sé foram
detectadas recentemente e ainda séo raras. A Familia genética LAM predomina
entre as populacdes de Mtb no Brasil, acompanhada de cepas das familias Haarlem
e T1l. O objetivo deste estudo foi caracterizar as cepas de Mtb de gendtipos
diferentes dentre as familias prevalentes no Brasil, em relagdo a sua viruléncia e
resposta antibacteriana dos macréfagos humanos in vitro. A taxa de crescimento de
Mtb intracelular e em cultura, inducdo de citocinas e morte dos macrofagos foram
analisadas como parametros para a determinacdo da viruléncia das cepas
estudadas. Os resultados obtidos demonstram menor viruléncia das cepas Beijing
isoladas no Brasil em comparagdo com uma cepa Beijing de alta viruléncia isolada
na RuUssia. Entretanto, algumas cepas das familias prevalentes no Brasil, LAM,
Haarlem e T1, apresentaram viruléncia compativel com a cepa Beijing da Russia, e
superior em comparagdo com a cepa padrao H37Rv. Os dados sugerem que o fator
de prevaléncia de determinadas familias genéticas de Mtb numa regido geografica
favorece a selecdo dos sub-tipos mais competitivos e virulentos dentro destas
familias predominantes.

Palavras chave: Mycobacterium tuberculosis, viruléncia, macrofagos humanos,

familias genéticas.



ABSTRACT

The development of molecular techniques allowed to detect genetic
differences between the species of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) enabling the
differentiation of clinical isolates and identification of individual strains. The next step
is a determination of the differences in a virulence and immunogenicity between the
mycobacterian strains of different genotypes. The genetic family Beijing, prevalent in
Asia and Russia, is thought to be associated with higher virulence, transmission rate
and resistance to drugs in comparison with other Mtb genotypes. Belijing strains are
responsible for about 60% of all cases of tuberculosis in Russia, whereas in Brazil
these strains were detected only recently and are still rare. The family LAM
predominates among Mtb populations in Brazil, accompanied by Haarlem and T1
genotypes. The properties of these strains related to the virulence have not been
evaluated yet. The aim of this study was to characterize Mtb clinical isolates with
genotypes prevailed in Brazil, for their virulence and macrophage response to
bacteria employing in vitro model of human THP-1 macrophage infection. The Mtb
growth in macrophages and in Middlebrook broth, cell death and cytokine production
by infected macrophages were examined to determine the virulence of the strains.
The results demonstrated lower virulence of Beijing strains isolated in Brazil in
comparison with the hypervirulent Beijing strain isolated in Russia. Nevertheless,
some strains of the genetic families prevailed in Brazil, LAM, Haarlem and T1,
presented the virulence properties similar to the Russian Beijing strain, and
significantly superior to that of reference H37Rv strain. The data suggest that the
prevalence of certain Mtb genetic families in the given geographical region favors the
selection of more competitive and virulent genetic sub-types within these
predominant families.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, virulence, human macrophages, genetic

families.



1. INTRODUCAO

1.1. Atuberculose

A tuberculose € uma doenca infecto-contagiosa causada, principalmente, pelo
agente infeccioso Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a doenca apresentava mundialmente, em
2005, cerca de 8,8 milhdes de novos casos por ano, com um total de 1,6 milhdes de
Obitos, incluindo pacientes infectados com HIV (WHO, 2007).

O Brasil é o pais das Américas que concentra o maior niumero absoluto de
casos notificados de tuberculose, estando na 15% posi¢éo no ranking dos 22 paises
emergentes em tuberculose, segundo dados da OMS em 2004. Estima-se que no
Brasil, mais de 50 milhGes de pessoas estejam infectadas, com aproximadamente
85 mil novos casos e 5 mil ébitos por ano. O Estado do Rio de Janeiro apresenta
uma das mais altas taxas de incidéncia de tuberculose em todo Brasil. A cada ano,
em meédia, sao notificados 16.000 casos de tuberculose (BOLETIM INFORMATIVO,
2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Esta doenca atinge todos o0s grupos etarios, com maior predominio de
individuos economicamente ativos na faixa etaria de 15 a 54 anos e do sexo
masculino. E prevalente em areas de grande concentracdo populacional e com
condi¢des socioecondmicas e sanitarias precarias (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A tuberculose € transmitida através do ar, de uma pessoa para a outra. Uma
pessoa com a doenca ativa, ao tossir ou espirrar, libera particulas contendo
bactérias, que podem ser respiradas por outras pessoas, infectando-as. As bactérias

se instalam no pulmé&o e iniciam sua multiplicacdo (CDC, 2005)

Figura 1 — Forma de transmisséo da tuberculose. (CDC, 2005)



A infeccdo, em adultos, atinge principalmente os pulmdes, mas pode afetar
qualquer outro érgédo ou tecido, como pleura, linfonodos, 0ssos, sistema urinario,
cérebro, meninges, olhos, entre outros. A infeccdo extrapulmonar € mais comum em
individuos com baixa imunidade, atingindo principalmente criancas e individuos
infectados com HIV. Em 90% dos individuos infectados, o sistema imune consegue
impedir o desenvolvimento da doenca. Nos 10% dos individuos que desenvolvem a
doenca, a metade desenvolve um quadro de tuberculose primaria, logo apos a
implantacédo das bactérias no pulmao, e a outra metade desenvolve a doenca devido
a uma reativacdo de uma tuberculose latente ou através de uma reinfeccdo pela
bactéria (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Durante o processo infeccioso da tuberculose, ocorre a formacédo de
granulomas, que € caracterizado por um numero de macréfagos infectados
rodeados por outras células do sistema imune como linfécitos, mondcitos e células
epiteliais. Se o sistema imune tiver sucesso em eliminar a bactéria, o granuloma
encolhe e pode eventualmente se calcificar. No entanto, se a resposta imune néo
tiver sucesso, 0 granuloma continuara aumentando em tamanho e em numero de
células, podendo levar a uma destruicdo do pulm&o por necrose, num processo
chamado cavitagdo. Nesta fase, o paciente é altamente infeccioso (DOHERTY e
ANDERSEN, 2005).

Os sintomas mais frequentes sdo o comprometimento da saude do paciente,
febre baixa com sudorese pela manha, falta de apetite e emagrecimento. Pode
ocorrer também dor toracica, tosse inicialmente seca e depois acompanhada ou ndo
de escarros com presenca de sangue. O diagndéstico consiste em: exame clinico;
exame bacteriolégico, através da baciloscopia do escarro; cultura microbioldgica,
para casos com baciloscopia negativa e suspeita de tuberculose; exame radiolégico
do torax; prova tuberculinica (PPD), que pode auxiliar no diagnostico da presenca de
infecc@o; exame anatomopatoldgico (histologico e citolégico); exames bioquimicos;
exames soroldgicos e de biologia molecular, estes de alto custo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

O tratamento da tuberculose é padronizado no Brasil. As medica¢des sao
distribuidas pelo sistema de saulde, através de seus postos municipais de
atendimento. O tratamento inicial (preferencial) chama-se RHZ e inclui trés
medicacOes: rifampicina(R), isoniazida(H) e pirazinamida(Z). Usando este tipo de

tratamento no periodo de, pelo menos, seis messes, 0 paciente pode apresentar



uma cura de aproximadamente 100%, isso se a medicacao for utilizada de forma
regular, ou seja, todos os dias, e se a bactéria for suscetivel as drogas. Em casos
especiais, 0 tratamento pode ser mais prolongado, podendo ultrapassar os seis
meses. No caso de gestacdo, o tratamento ndo deve ser modificado. Além destes
medicamentos, outras combinagdes podem ser utilizadas em situacdes especiais ou
nos casos de ndo haver sucesso com o tratamento de primeira linha (LANCA, 2006).

Cepas de Mtb resistentes a isoniazida e a rifampicina, com ou sem resisténcia
a outras drogas, sdo denominadas cepas multidrogas-resistentes (MDR-TB).
Atualmente, aproximadamente 3% de todos os pacientes diagnosticados tém MDR-
TB no mundo. Essa propor¢cdo aumenta em pacientes que nao tiveram sucesso com
o tratamento recebido inicialmente. Isso ocorre, principalmente, devido a um
tratamento inadequado e irregular que favorece a selecdo das bactérias com
mutacbes nos genes de resisténcia. O tratamento para pacientes com MDR-TB
requer o uso prolongado de drogas caras, de segunda linha, e que as vezes sao
menos ativas que as de primeira linha, e que possuem um potencial significativo a
toxicidade, além de um tratamento individualizado e clinicamente supervisionado
(SHARMA e MOHAN, 2004)

A primeira vacina contra a tuberculose foi desenvolvida por Albert Calmette e
Camille Guérin, do Instituto Pasteur. Eles fizeram a atenuacdo de uma micobactéria
relacionada a Mtb (Mycobacterium bovis bacilo Calmette-Guérin [BCG]), através de
um processo de crescimento desta cultura por um periodo de 13 anos em meio
especifico, monitorando a diminuicdo da viruléncia desta bactéria. Em 1921, a
vacina BCG foi pela primeira vez administrada a criancas da Franca, com grande
sucesso, levando a uma reducdo da mortalidade em 90%. Desde entdo, a vacina
BCG tém sido a mais usada de todas as vacinas, sendo uma vacina barata e segura
(DOHERTY e ANDERSEN, 2005).

Apesar do sucesso gue a vacina BCG tem demonstrado nas ultimas décadas,
ela apresenta uma protecdo por um periodo limitado, na infancia, principalmente
contra forma mais grave da doenca - meningite tuberculosa, além do que ela ndo é
eficaz em individuos ja sensibilizados com antigenos micobacterianos, seja por uma
vacinacgao prévia pela BCG, ou por exposi¢cdo a micobactéria ou a presenca de uma
infeccdo latente. Desta forma, vem se estudando o desenvolvimento de novas
vacinas que possam suprir esta deficiéncia (DOHERTY e ANDERSEN, 2005).



1.2. Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium compreende mais de 50 espécies, a maioria delas
nao patogénicas, sendo encontradas no meio ambiente. Entretanto, algumas
espécies sao altamente patogénicas, incluindo M. tuberculosis, M. leprae e M.
ulcerans, que sdo os agentes causadores da tuberculose, hanseniase e Ulceras de
Buruli, respectivamente (COSMA et al, 2003).

O complexo M. tuberculosis é formado por M. tuberculosis, M. africanum, M.
canettii, M. bovis e M. microti, e mesmo compartilhando cerca de 99% de identidade
do genoma, diferem significativamente na sua morfologia, bioquimica e padrées de
doenca em humanos e animais. Os seres humanos sdo 0s Unicos hospedeiros
naturais de M. tuberculosis. M. bovis causa tuberculose em varios mamiferos,
inclusive em humanos e no gado, e era uma das principais causas de tuberculose
humana antes de se instituir a pratica de pasteurizacdo do leite (COSMA et al,
2003).

M. tuberculosis € uma bactéria intracelular facultativa, de crescimento lento,
que cresce e se multiplica dentro de macréfagos e outros tipos celulares. E gram-
positiva, ndo formadora de esporos e aerébica (NORTH e JUNG, 2004).

As micobactérias possuem uma parede celular muito complexa, rica em
lipideos, e € ela a responsavel por muitas das propriedades caracteristicas das
micobactérias, tais como resisténcia a acidos e alcool, antigenicidade, resisténcia
aos detergentes e as coloragfes laboratoriais comuns. Uma vez corados, os bacilos
sao resistentes a descoloracdo com solucfes alcool-acidas, dai o nome de bacilos
alcool-acidos resistentes. A estrutura da parede celular € tipica de uma bactéria
gram positiva, com uma membrana interna recoberta por uma camada espessa de
peptideoglicano (PGL) sem membrana externa, mas o esqueleto de PGL esta
covalentemente ligado a moléculas de acido micélico-arabinogalactano, recoberto
por lipideos livres, glicolipideos, polipeptideos e lipoproteinas (Figura 2).

Os (dlicolipideos de superficie, incluindo micosideos espécie-especificos
(peptidoglicolipideos, oligopolissacarideos) e glicolipideos fenélicos constituem cerca
de 25% do peso seco da parede celular e sdo altamente antigénicos. As cadeias de
peptideos presentes na camada externa representam 15% da massa da parede
celular e constituem antigenos importantes que estimulam a resposta imune celular
do hospedeiro a infeccdo (MURRAY et al, 2000).
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Existe uma variedade de lipideos e glicolipideos associados de forma nao
covalente a parede celular da micobactéria, e muitas destas moléculas sdo potentes
imunomoduladores, como por exemplo, o lipoarabinomanana (LAM), que é o
principal e mais estudado glicolipideo associado a parede celular micobacteriana
(GLICKMAN e JACOBS, 2001).

1.3. Resposta imune contra a micobactéria

A primeira barreira que um agente patogénico enfrenta ao infectar um
organismo € o sistema imune inato. Uma das principais células envolvidas nesta
imunidade inata é o macrofago. Os macrofagos alveolares presentes no pulmao sao
0S primeiros tipos celulares envolvidos na resposta contra a micobactéria. Depois

deste primeiro encontro, células dendriticas e macréfagos derivados de mondcitos



passam a fazer parte deste processo (NGUYEN e PIETERS, 2005; van CREVEL et
al, 2002).

As interacdes macrofago/micobactéria e o papel do macréfago durante a
resposta imune do hospedeiro podem ser resumidos em: fagocitose da micobactéria
pelo macrofago; fusdo do fagossoma com lisossomas; producdo dos mediadores
microbicidas levando a eliminacdo de micobactéria (inibicdo do crescimento
micobacteriano e morte); producéo de citocinas e quimiocinas para recrutamento de
outras células do sistema imune para o local da inflamacédo e ativacado destas;
apresentacao dos antigenos micobacterianos para células T para o desenvolvimento
da resposta adquirida (RAJA, 2004).

Muitos receptores celulares estdo envolvidos durante o processo de
fagocitose da micobactéria pelo macrofago. Alguns receptores sdo responsaveis
apenas pela ligacéo e internalizacdo da micobactéria, e outros induzem uma cascata
de sinalizacdo promovendo a ativagdo do macrofago. Os receptores de
complemento sdo os principais responsaveis pela fagocitose de micobactérias
opsonizadas por componentes do complemento; receptores de manose e receptores
scavenger sao receptores que ligam as micobactérias ndo opsonizadas. Os
receptores Toll-Like (TLR) desempenham um papel central na ativacdo do
macrofago pela micobactéria (Figura 3). A ligacdo da micobactéria aos TLR induz
uma sinalizagcao celular que leva a producao de citocinas (van CREVEL et al, 2002).

Estudos demonstraram que além da associagdo com receptores do
macréfago, as micobactérias também interagem com moléculas de colesterol
presentes na membrana plasmatica. A parede celular da micobactéria é rica em
glicolipideos que podem interagir diretamente com o colesterol. O colesterol funciona
como uma “ancora”, permitindo a estabilidade da interacdo micobactéria-macrofago

e a eficiente internalizacdo da bactéria (PIETERS, 2001).
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Uma vez dentro do macrofago, Mtb reside em um fagossoma. JA é bem
conhecido que a micobactéria modifica a maturacdo deste compartimento
fagossomal, a fim de assegurar sua sobrevivéncia dentro da célula. Esta alteracéo
esta associada com modificagbes no conteudo de proteinas presentes no
fagossoma, incluindo alteracfes na composicdo da Rab GTPase, exclusao da préton
ATPase vacuolar com consequente falta de acidificacdo do fagossoma e retencéo
da proteina TACO (GLICKMAN e JACOBS, 2001). A capacidade das micobactérias
de reter a proteina TACO na membrana do fagossoma, auxiliada pelo colesterol, € o
gue impede a fusdo deste fagossoma com lisossomas, permitindo a sobrevivéncia
da micobactéria na célula (PIETERS, 2001).

Véarios mecanismos estdo envolvidos no processo de eliminacdo da
micobactéria dentro dos macréfagos infectados, dentre eles a geragdo de
intermediarios reativos do oxigénio (ROI), intermediérios reativos do nitrogénio (RNI),
e mecanismos mediados por citocinas. A producdo de oOxido nitrico (NO) pelos
macrofagos ativados é um dos mais importantes mecanismos antimicrobianos. Estas
células quando ativadas por determinados agentes como IFN-y e TNF-a geram NO e

outros RNI relacionados, através da 6xido nitrico sintase induzivel (NOS2), usando



L-arginina como substrato. O papel destes componentes toxicos na defesa contra a
micobactéria ja foi bem demonstrado, tanto in vitro como in vivo, principalmente em
camundongos, onde o RNI desempenha um papel protetor tanto em infeccdes
agudas quanto em persistentes. Em humanos, este papel protetor tem sido
estudado. Apesar de estudos demonstrarem que o perdxido de oxigénio (H.0,)
gerado por macréfagos ativados € micobactericida, a capacidade de ROI em
eliminar a micobactéria ainda ndo esta bem esclarecida. Alguns componentes
micobacterianos, como por exemplo LAM e PGL, sédo potentes eliminadores de
radicais do oxigénio, além de outros que podem interferir no mecanismo
antimicrobiano dependente de radicais de oxigénio. Apesar disto, o papel do ROI
como mecanismo antimicrobiano de defesa contra MTB n&o pode ser totalmente
excluido (FLYNN e CHAN, 2001).

A morte celular programada, apoptose, dos macrofagos infectados constitui
outro mecanismo de eliminacdo da micobactéria (GAO e KWAIK, 2000). A apoptose
provoca a fragmentacdo celular com formacdo dos corpos apoptoticos contendo
micobactérias. A fagocitose destas por macréfagos ativados nado-infectados leva a
eliminacdo da bactéria (FRATAZZI et al, 1997). J4& estd bem estabelecido que a
infeccdo com Mtb em baixa dose da infeccdo induz a apoptose dos
mondcitos/macréfagos humanos e murinos in vivo e in vitro. Entretanto, as cepas
virulentas induzem significativamente menos apoptose do que cepas atenuadas.
Véarios mecanismos de inibicdo da apoptose foram descritos. Um dos mecanismos
de inibicdo da apoptose € a inducdo de liberacdo de receptores solluveis de TNF-a
por cepas patogénicas que ligam a citocina bloqueando seu efeito pro-apoptotico. A
liberacdo de receptores de TNF-a é regulada pela producdo de IL-10, produzido
seletivamente por cepas patogénicas, que leva a um decréscimo da atividade de
TNF-a e reduz a apoptose das células infectadas (BALCEWICZ-SABLINSKA et al,
1998; KEANE et al, 1997).

A interacdo entre macrofagos e outras ceélulas efetoras ocorre por meio de
citocinas e quimiocinas, que tanto podem atrair outras células inflamatorias como
ativa-las. Esta rede de citocinas desempenha um papel crucial na resposta
inflamatoria resultante de infec¢cdes micobacterianas.

O IFN-y é a citocina chave no controle da infeccdo micobacteriana, e o seu
papel protetor na tuberculose ja é bem estabelecido, principalmente em relacédo a

imunidade antigeno-especifica de células T. Esta citocina €& produzida



principalmente por células T CD4" ap6s sua ativacdo por IL-12 e diferenciacdo para
células Th-1. Outra fonte de IFN-y s&o células T CD8" e NK. Foi demonstrado que 0s
macrofagos alveolares infectados pela MTB também podem produzir IFN-y, e esta
producéo € dependente de IL-12 (FLYNN e CHAN, 2001; van CREVEL et al, 2002)

O IFN-y pode agir sinergisticamente com produtos bacterianos para ativar
varios mecanismos efetores bactericidas ou mecanismos bacteriostaticos em
macrofagos infectados. Embora sua producdo nem sempre seja suficiente para
controlar a infeccdo micobacteriana, esta citocina é necessaria para a resposta
protetora contra Mtb. Camundongos knock-out (KO) para o receptor de IFN-y ou
para o proprio gene de IFN-y mostraram ser mais susceptiveis a infeccdes com
Listeria, Mycobacterium, Salmonella e Rickettsia (FLYNN e CHAN, 2001; ISMAIL et
al, 2002).

Outra citocina importante é o TNF-a. A estimulacdo de mondcitos,
macréfagos e células dendriticas com micobactérias ou produtos micobacterianos
induz a producdo de TNF-a. O TNF-a tem um papel fundamental na formacédo do
granuloma, induz a ativagdo de macréfagos e tem propriedades imunoregulatorias.
Esta citocina € necessaria para o controle da infeccdo micobacteriana aguda.
Camundongos deficientes na producdo de TNF-a ou KO para o seu receptor,
durante a infeccdo micobacteriana, tiveram uma morte rapida e maiores niveis de
bactérias em comparacdo com camundongos normais. O aumento sistémico do
TNF-a pode ter efeitos inflamatérios ndo desejados, como a febre. Para limitar os
efeitos danosos do TNF-a, a producdo sistémica de TNF-a € regulada
negativamente, através da liberacdo dos receptores sollveis que bloqueiam o TNF-a
(van CREVEL et al, 2002; FLYNN e CHAN, 2001).

Existe um sinergismo entre TNF-a e IFN-y na inducdo dos efeitos
antimicobacterianos de macrofagos. Dois dos principais mecanismos efetores
responsaveis pela atividade antimicobacteriana do IFN-y e TNF-a sé&o a producéo de
oxido nitrico (NO) e de intermediarios reativos do nitrogénio relacionados,
produzidos por macréfagos pela acdo da NOS2 (FLYNN e CHAN, 2001).

A IL-12 € uma citocina fundamental no controle de infeccdo micobacteriana.
Sua producdo € induzida apdés a fagocitose da micobactéria por macréfagos e
células dendriticas (FLYNN e CHAN, 2001). Esta citocina tem um papel crucial na

inducao da producéo de IFN-y, pois promove a diferenciacéo de células T em células



Th1l, principais produtores de IFN-y. O papel protetor de IL-12 pode ser deduzido
pela observacdo de que camundongos KO para IL-12 sdo altamente suscetiveis a
infecgbes micobacterianas. Na tuberculose, a IL-12 pode ser detectada em
infiltrados pulmonares, em granulomas e em outros locais, além da expressao de
seus receptores também estar aumentada no local da doenca. A IL-12 € uma
citocina regulatéria que conecta a resposta inata e adaptativa do hospedeiro contra a
micobactéria, e que exerce seu efeito protetor através da inducdo de IFN-y (van
CREVEL et al, 2002).

Outras citocinas pré-inflamatérias produzidas por macréfagos e outras células
sao a IL-1, IL-6 e IL-8, além das quimiocinas MIP-1, MIP-2, IL-8 e RANTES, que
possuem um papel essencial na resposta inata e na ativacao inicial de macréfagos
em infeccbes com patdgenos intracelulares como M. tuberculosis e L.
monocytogenes (ISMAIL et al, 2002). As quimiocinas sao capazes de atrair
leucdcitos para o foco da inflamacéao.

A resposta pro-inflamatéria que € iniciada pela Mtb € antagonizada por
mecanismos anti-inflamatérios. Quatro citocinas anti-inflamatorias, IL-10, TGF-3, IL-4
e IL-13, podem inibir a producédo ou os efeitos de citocinas pré-inflamatorias durante
a tuberculose (van CREVEL et al, 2002).

A IL-10 é produzida por macréfagos ap0s a fagocitose da micobactéria e apds
a ligacdo do LAM micobacteriano, e também pode ser produzido por linfocitos T,
inclusive células T Mtb-reativas. Ela antagoniza a resposta pro-inflamatoria de
citocinas pela regulacdo negativa da producdo de TNF-a, IL-12, que leva a uma
diminuicdo da producdo de IFN-y por células T, sendo estas citocinas essenciais
para a imunidade protetora contra a tuberculose. A IL-10 inibe diretamente a
resposta de células T CD4, além de inibir a apresentacdo de antigenos por células
infectadas com a micobactéria (van CREVEL et al, 2002; FLYNN e CHAN, 2001).

O TGF-B é um importante inativador de macréfagos durante a defesa do
hospedeiro contra patdégenos. Ela estd presente em lesdes granulomatosas de
doentes com tuberculose, sendo amplamente distribuida e produzida principalmente
por monécitos e macréfagos apos estimulagdo com Mtb ou LAM. Embora ela possa
ter alguns efeitos pro-inflamatorios, como por exemplo, 0 aumento da quimiotaxia de
monaocitos e 0 aumento de receptores de Fc, o TGF- tem importantes efeitos anti-
inflamatorios, incluindo a inibicdo da producdo de ROl e RNI por macréfagos,
inibicdo da proliferacdo de células T, interferéncia na agéo citotoxica de células T e



NK e regulacdo negativa da producédo de IFN-y, TNF-a e IL-1. (FLYNN e CHAN,
2001; SCHLUGER e ROM, 1998).

Os efeitos deletérios da IL-4 e IL-13 em infec¢Bes intracelulares, incluindo a
tuberculose, estdo relacionados a supressao da producéo de IFN-y e supresséo da
ativacdo de macrofagos. A producdo destas citocinas pelas células T CD4 esta
associada com a diferenciacdo das células Th-naives em Th-2 que pode ser
promovida pela auséncia da IL-12 levando a formacdo da imunidade nao protetora
contra tuberculose. Foi demonstrado que as helmintoses nos pacientes infectados
por micobactérias favorecem ao desenvolvimento da resposta imune nao protetora
através da inducdo da producdo de IL-4 e IL-13 (MANCA et al, 2004).
Recentemente, foi demonstrado que MTb pode induzir sintese destas citocinas pelos
macrofagos (van CREVEL et al, 2002).

Além dos macrofagos alveolares, outras células do sistema imune participam
da resposta contra a micobactéria no local da infec¢cdo. No sitio de multiplicacdo das
bactérias, os neutrofilos sédo as primeiras células a chegar, seguido pelas células NK
e por linfécitos T. Os neutrofilos tém um importante papel na quimiotaxia e
acumulacado de células no granuloma. Estudos em humanos demonstraram que 0s
neutrofilos também fornecem agentes como as defensinas, que auxiliam os
macrofagos na eliminacdo da micobactéria. As células NK séo células efetoras que
sdo capazes de lisar diretamente agentes patogénicos ou células infectadas e séo
capazes de ativar fagécitos no local da infeccdo. Uma redugcdo em sua atividade
esta associada a micobactérias MDR (RAJA, 2004).

A infeccdo por Mth € um exemplo classico de patogenia no qual a resposta
protetora depende da imunidade mediada por células. Isto ocorre, principalmente,
porque a bactéria vive dentro das células, normalmente macréfagos. Desta forma, o0s
mecanismos efetores de células T sdo necessarios para controlar ou eliminar as
bactérias, no lugar de anticorpos (FLYNN e CHAN, 2001). Em modelos murinos,
com uma semana de infeccdo com Mtb virulenta, o nimero de células T CD4" e
CD8" ativadas aumentam nos linfonodos de drenagem. De 2 a 4 semanas apds a
infeccdo, ambas células migram para o pulmdo, interagindo com APCs e
apresentando um fenatipo efetor, levando a formacgéo da granuloma (RAJA, 2004).

Em geral, células TCD4" colaboram na amplificacdo da resposta imune do
hospedeiro através da ativacdo de células efetoras, incluindo macrofagos, e

recrutamento adicional de células imunes para o sitio da infeccdo, enquanto que



células TCD8" estdo diretamente ligadas a citotoxicidade de células infectadas e na
eliminacdo da micobactéria (SCHLUGER e ROM, 1998).

As células T CD8" também s&o capazes de secretar citocinas como IFN-y e
IL-4, podendo desta forma desempenhar um papel importante na regulacdo do
balanco Thl e Th2. A func&o principal das células TCD8" é a eliminacdo da célula
infectada. Essas células possuem em seus granulos granulisina, granzimas e
perforinas, que sdo capazes de agir diretamente sobre a micobactéria destruindo-a
(KAUFMAMNN, 2001). Perforina € a proteina que forma poros na membrana
plasmatica das células podendo levar a lise dos macrofagos, a granzima pode
induzir a apoptose do macréfago, sendo a granulisina uma molécula bactericida.
Visto que o fagossoma contendo micobactérias vivas possui poros suficientes para
permitir a passagem de moléculas grandes, a granulisina que entra no citoplasma
através dos poros formados pela perforina pode ter acesso ao fagossoma (FLYNN e
ERNST, 2000).

O papel das células Tyd na resposta do hospedeiro contra a tuberculose ainda
nao esta bem definido. Em geral, estas células funcionam como células T-citotoxicas
e ndo sao restritas ao MHC. Quantidade significativa de dados obtidos em animais
sugere que as células Tyd exercem papel importante na resposta do hospedeiro
contra a tuberculose reconhecendo fosfoproteinas e/ou proteinas de choque térmico
nas micobactérias (SCHLUGER e ROM, 1998).

Podemos resumir a importancia da resposta imune contra micobactérias para
o desenvolvimento de tuberculose de acordo com a Figura 4. A infeccéo
micobacteriana no hospedeiro humano pode ocorrer de trés maneiras. Com certa
freqiéncia, a resposta imune protetora elimina micobactéria, a infeccéo
micobacteriana fracassa e doenca ndo se desenvolve, resultando numa cura
espontanea do hospedeiro (a). Em individuos imunocomprometidos, a doenca pode
se desenvolver logo apds a infec¢ao (b). Na maioria dos casos (c), as micobactérias
sdo contidas em granulomas, as vezes por muitos anos, e a doenca pode evoluir
depois, como resultado de uma reativacdo (KAUFMAMNN, 2001).
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1.4. Genotipagem Micobacteriana

O genoma do Mtb é bem conservado e estavel, tendo sido seqiienciado em
1998. Foram demonstradas diferencas significativas na viruléncia dos diferentes
isolados clinicos desta bactéria, sugerindo diferencas na expressao dos genes de
viruléncia. Ainda é pouco estudado quais genes determinam a viruléncia de Mtb.

Com o desenvolvimento das técnicas moleculares foi possivel detectar as
diferencas genéticas existentes entre as cepas de Mtb, o que foi importante para a
diferenciacdo dos isolados clinicos e a identificacdo das cepas individuais de Mtb,

possibilitando a realizacdo de estudos epidemioldgicos.



As técnicas utilizadas para genotipagem micobacteriana podem ser usadas
como um instrumento adicional em estudos epidemiolégicos, a fim de obter uma
melhor compreensdo dos fatores que podem influenciar a transmissdo da
tuberculose, identificar os riscos desta transmissdao e para a avaliagdo dos
programas regionais de controle da tuberculose. Esta identificacdo pode ajudar a
resolver importantes questdes epidemiolégicas como a origem de uma infec¢do de
uma pessoa, de uma familia ou da comunidade, bem como a disseminagcdo e
deteccdo precoce de bactérias resistentes a antibidticos. Com a utilizacdo de
técnicas moleculares padronizadas, podemos comparar as cepas entre laboratérios,

regides, paises e continentes (KANDUMA et al, 2003).

1.4.11S6110 RFLP

A tecnologia de RFLP é baseada na deteccdo de certas seqiéncias de
insercdo no DNA cromossoémico. Isto € demonstrado através da digestdo do DNA
gendmico com enzimas de restricdo especificas e posterior analise dos padrdes
gerados apos a separacao dos fragmentos de DNA em gel de agarose (Figura 5)
(KANDUMA et al, 2003).

IS6110 é o elemento mais utilizado como sonda para a técnica de RFLP.
IS6110 é uma longa sequéncia de 1361 pares de bases (bp), que foi detectada em
membros do complexo Mtb e diferencas de apenas alguns nucleotideos foram
detectadas entre as copias sequenciadas. O numero de cOpias da sequéncia 1S6110
presentes no genoma € espécie e cepa especificos. A maioria das cepas de Mtb
carrega de 8 a 15 coOpias em diferentes posic6es no genoma. A tipagem por 1S6110
€ dos métodos moleculares mais usados em estudos epidemioldgicos, devido ao
seu alto grau de discriminacdo obtido por este elemento. Este processo € bem
padronizado, fazendo com que os resultados gerados por diferentes laboratérios
possam ser comparados, permitindo a realizacdo de estudos nacionais e
internacionais. As principais desvantagens deste método é que ele necessita de uma
cultura viva de micobactéria, uma alta quantidade de DNA e é um processo

demorado, que leva cerca de cinco dias para ser concluido (KANDUMA et al, 2003).
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Figura 5 — Esquema representativo da técnicade RFL P

1.4.2 Spoligotipagem

A spoligotipagem (spacer oligonucleotide typing — tipagem de espacadores
oligonucleotideos) € a técnica mais comum, depois da metodologia de RFLP-
IS6110, para a diferenciacdo de familias genéticas de Mth. E um método baseado
em PCR e tem uma clara vantagem técnica em relacao a técnica de RFLP-1S6110,
gue é a capacidade técnica de realizar a andlise a partir de amostras clinicas,
possibilitando rapida deteccdo de determinada cepa (GOYAL et al, 1997).

A micobactéria possui uma regido cromossémica distinta contendo multiplas
regides de 36-bp (regido DR - direct repeats) intercaladas por sequéncias de DNA
(35 a 41 bp) unicas de espacgadores (Figura 6). A spoligotipagem consiste na

deteccdo destes espacadores (cerca de 43) na regido DR do genoma das cepas de
Mtb (MATHEMA et al, 2008).

DR Spacer DR spacer DR Spaoer DR SpacEr DR
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Figura 6 — Fragmento da regido DR. 43 espacadores sao usados na técnica de spoligotipagem.
(Extraido de http://cgi2.cs.rpi.edu/~bennek/InfoWeb/Info/node3.html)

O método baseia-se numa amplificacdo em PCR da regido DR e hibridizacao
de uma série de oligonucleotidos representativos para cada uma das seqiéncias de
espacadores presentes na regido DR. Os espacadores podem ser representados
por um codigo binario, positivo ou negativo, sendo positivo a presenca do espacador

e negativo a auséncia do espacgador na membrana hibridizada (MOSTROM et al,



2002). A presenca de determinados espacadores varia para diferentes cepas. A
maior vantagem deste método € a capacidade de identificacdo das cepas sem a
necessidade de isolar o DNA a partir de uma cultura de micobactérias. Além disso,
ela pode ser aplicada para micobactérias presentes em escarro de pacientes com
baciloscopia positiva (KANDUMA et al, 2003; YANG et al, 2000).
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Figura 7 — Padrfes de alguns isolados através da sp  oligotipagem. Os pontos pretos representam
a presenca do espacador, e 0 espaco em branco indica a auséncia de um espacador em particular no
DNA amplificado da micobactéria. (Extraido de GOYAL et al, 1997)

Esta metodologia também tem suas limitacdes. O poder de diferencia¢do da
spoligotipagem é inferior a metodologia de RFLP-IS6110 quando um alto niumero de
cepas precisa ser avaliado, sendo melhor para um numero menor de cepas
(KANDUMA et al, 2003). Além disso, o0 RFLP-1IS6110 se mostrou ser mais eficiente
na diferenciacao individual para cada isolado (GOYAL et al, 1997). A spoligotipagem
é utilizada para definir subespécies (“familias”) presentes dentro do complexo Mtb
(MOSTROM et al, 2002). Diferentes cepas podem ter padrdes idénticos de
spoligotipagem e distintos perfis em RFLP-IS6110. Por exemplo, a familia Beijing,
um grande grupo filogeneticamente relacionado de cepas de Mtb, possui uma
centena de cepas com distintas variagcbes em RFLP-IS6110, mas com um perfil
guase idéntico na spoligotipagem, que € a falta dos espacadores de 1 a 34. Juntos
essas duas metodologias constituem um preciso e discriminatorio sistema de
genotipagem (MATHEMA et al, 2006).
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Figura 8 — Representacédo esquematica dos espacadore s caracteristicos das principais familias
de cepas de M.tuberculosis. (Extraido de FILLIOL et al, 2002, com modificag8es).

1.4.3 MIRU-VNTR

Métodos baseados em minisatélites contendo niumeros de VNTRs (variable
numbers of tandem repeats — numeros variaveis simultaneos repetitivos) tém
demonstrado ser eficaz na tipagem de micobactérias. Foram identificados 41 loci no
genoma micobacteriano que foram chamados de MIRUs (mycobacterial interspersed
repetitive units — unidades micobacterianas intercaladas repetitivas) (KANDUMA et
al, 2003). MIRUs é uma classe de VNTRs formado por sequéncias de DNA
homologos de 46 a 100 bp dispersados dentro de regides isogénicas do genoma da
Mtb. Estes loci foram rotulados de 1 a 41 dentro do cromossoma, e a posicao destes
loci estd demonstrada na Figura 9 (SUPPLY et al, 2000). Doze destes MIRUs

mostraram ter polimorfismo entres os MIRUs de isolados de Mtb.
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Figura 9 — Localizacdo dos 41 MIRU-loci no genoma d a cepa H37Rv de Mth. Os nimeros em
negrito denotam o respectivo n° de cada locus do MIRU. Os 12 loci que possuem MIRUS variaveis
(em n°) estdo indicados por um ponto em negrito. (Extraido de SUPPLY et al, 2000).

Esses locus formam a base deste método de tipagem baseado em PCR que
tem uma discriminacdo similar ao RFLP-IS6110 para cepas com alto numero de
copias e melhor para cepas com menor nimero de copias (KANDUMA et al, 2003).
A amplificacdo através de PCR de cada MIRU gera fragmentos de diferentes
tamanhos para diferentes cepas de Mtb, e o nimero de repeticbes em cada locus
pode ser determinado (BURGOS et al, 2004). Este método é reprodutivel, sensivel e
especifico para isolados de Mtb. E muito apropriado para estudos de epidemiologia
mundial, além de poder ser usado para estudos da diversidade genética das cepas
do complexo Mtb em diferentes niveis de divergéncia evolutiva (KANDUMA et al,
2003).

A metodologia de MIRU-VNTR produziu padrdes mais distintos, quando
comparada com RFLP-IS6110 e com spoligotipagem. Num futuro préximo, esta
metodologia deve substituir o RFLP-IS6110 como melhor método de tipagem
micobacteriana (KANDUMA et al, 2003).

1.4.4 Principais familias genéticas de M. tuberculosis

O papel da variabilidade genética de Mtb durante a infeccdo micobacteriana
ainda continua incerto. De certo modo, até o inicio dos anos 90, quando foram
introduzidos os métodos de tipagem micobacteriana, acreditava-se que o complexo
Mtb constituia um grupo geneticamente conservado com limitadas diferencas



fenotipicas que influenciavam na patogenia. Com o desenvolvimento de técnicas
moleculares que permitiram avaliar genotipicamente 0s microorganismos, foi
possivel a diferenciacdo das diferentes cepas de Mtb e a possibilidade de realizacéo
de estudos epidemiolégicos (LOPEZ et al, 2003).

Os padrdes de spoligotipagem permitem o agrupamento das diferentes cepas
de Mtb em familias epidemiologicamente importantes, como as familias Beijing,
Haarlem, S, T, X, East African-Indian (EAI) e a Latin American-Mediterranean (LAM)
(LAZZARINI et al, 2007). Podemos caracterizar algumas das principais familias de
Mtb através dos perfis spoligotipicos da seguinte forma: Beijing, auséncia de
espacadores 1 a 34; EAI, auséncia de espacadores 29 a 32 e 34 e a presenca de,
pelo menos, um espacador entre 1 a 30; Haarlem, auséncia de espacadores 31, 33
a 36 e presenca de pelo menos um espacador entre 1 a 30; LAM, auséncia de
espacadores 21 a 24, 33 a 36 e presenca de, pelo menos, um espacador entre 1 a
30; X, auséncia de espacadores 18 e 33 a 36; T, a auséncia de espacadores 33 a 36
e presenca de, pelo menos, um espacador entre 1 a 30, bem como presenca de
separadores 9 ou 10, e 31, e presenca de, pelo menos, um espacador entre 21 a 24
(FERDINAND et al, 2004).

As técnicas de biologia molecular desenvolvidas permitiram a caracterizacao
das cepas em todo mundo, permitindo a comparacdo entre cepas de diferentes
laboratorios e hospitais, desenhando o perfil epidemioldgico e a prevaléncia destas
familias nas diferentes regides geograficas,

A familia Beijing representa cerca de 50% das cepas de Mtb no extremo
oriente e Asia, e cerca de 13% dos isolados globalmente. Na Europa, a familia
Haarlem representa cerca de 25% dos isolados. Na América do Sul, cerca de 50%
das cepas pertence a familia LAM. Trés grandes familias genotipicas, Haarlem, LAM
e T, sdo mais freqiientes na Africa Central, América, Europa e América do Sul. Fora
da Europa, cepas Haarlem foram encontradas principalmente na América Central e
no Caribe (cerca de 25%). A presenca da familia LAM é mais elevada na Venezuela
(65%), na bacia do Mediterraneo e na regiao do Caribe. A familia genérica T pode
ser encontrada em todos os continentes (BRUDEY et al, 2006). Na Figura 10
podemos observar a prevaléncia de trés das principais familias genotipicas no

mundo.



Figura 10 — Prevaléncia das principais familias gen  éticas de Mtb no mundo (Figura modificada
de BRUDEY et al, 2006)

A familia Beijing € a familia genotipica de Mtb mais estudada. Ela foi descrita
em 1995, e recebeu este nome devido sua descoberta ter ocorrido em Beijing, na
China, regido onde mais de 85% dos isolados de Mtb pertenciam a este grupo.
Posteriormente, esta familia se mostrou prevalente em outros paises asiaticos e na
Russia, onde cepas Beijing encontram-se em 50% dos casos de tuberculose
(MOKROUSOV et al, 2004; NARVSKAYA et al, 2002). As cepas desta familia com
maior frequéncia estdo associadas com resisténcia a drogas em comparagcao com
cepas de outras familias (KREMER et al, 2004). A familia LAM néo foi até hoje bem
caracterizada, apesar da sua grande importancia em algumas regides geograficas.

Calcula-se que ela representa cerca de 50% das cepas na Ameérica do Sul e cerca



de 58% no estado do Rio de Janeiro. S&o necessarios mais estudos relacionados a
esta cepa, devido a sua importancia para a epidemiologia na América do Sul e no
Brasil (LAZZARINI et al, 2007).

A partir do desenvolvimento das técnicas moleculares que permitiram a
diferenciacdo das cepas de Mtb, varios estudos vém sendo realizados a fim de
caracterizar as diferengas existentes na viruléncia e imunogenicidade entre bactérias
de gendtipos distintos (LOPEZ et al, 2003, CHACON-SALINAS et al, 2005).

1.5. Viruléncia Micobacteriana

Viruléncia pode ser definida como a capacidade de um microorganismo de
provocar um processo patolégico no macroorganismo, a doenga, escapando das
defesas do hospedeiro (SILVER et al, 1998). A viruléncia micobacteriana €
tradicionalmente determinada com base nos indices de mortalidade e morbidade nos
modelos animais, onde é avaliado o percentual de animais (tradicionalmente
camundongos) infectados que morrem e o tempo que este animal leva para morrer;
a quantificagdo do niumero minimo de bactérias capaz de induzir a doenga, assim
como o numero de bactérias encontradas no hospedeiro apos a infeccéo inicial.
(SMITH, 2003). No entanto, estes estudos sdo demorados e dispendiosos,e
dificiilmente podem ser aplicados para comparagcdao de viruléncia de grande
quantidade das cepas. Além disso, as diferencas na patogenia e nos mecanismos
de protecdo necessarios para a contencdo da doenca variam entre as espécies e 0s
resultados obtidos nos camundongos nem sempre podem ser aplicados para a
compreensao da tuberculose humana (LI et al, 2002).

A avaliacdo do crescimento das cepas de Mtb em macréfagos humanos in
vitro € um meétodo alternativo para a avaliacdo das propriedades biolégicas de uma
bactéria associada a viruléncia. Normalmente séo utilizados macréfagos de culturas
primarias obtidas a partir de mondcitos derivados de medula (MDM) diferenciados
para macrofagos in vitro. Também podem ser utilizados macrofagos alveolares
obtidos a partir de lavados broncoalveolares, mas a obtencdo destes é limitado
(SMITH, 2003). Entretanto, as células obtidas a partir de diferentes doadores
humanos s&o variaveis quanto as suas caracteristicas imunogenéticas, e estas
podem contribuir para o carater da resposta dos macréfagos contra micobactéria,
além das propriedades estudadas da bactéria. Para padronizar o sistema de teste,

foi proposta a utilizacdo de linhagens celulares permanentes de mondcitos humanos



THP-1, que podem ser diferenciados em células fagociticas macréfagos-similar pela
adicdo de ésteres de forbol. Estudos tém demonstrado que macrofagos
diferenciados de THP-1 sdo muito similares aos MDMs humanos na sua resposta a
infeccdo com Mtb (STOKES E DOXSEE, 1999; RIENDEAU e KORNFELD, 2003).

A avaliagdo do crescimento intracelular da micobactéria dentro dos
macrofagos humanos infectados é um dos principais parametros analisados nos
estudos de viruléncia de cepas de Mtb. ZHANG et al, demonstrou que micobactérias
virulentas crescem mais rapido que avirulentas. (ZHANG et al, 1998; SILVER et al,
1998 e van HELDEN et al, 2001 (b)). Foi demonstrado que a melhor forma para
avaliar as caracteristicas do crescimento in vitro em macrofagos humanos € a
infeccdo com baixas concentracbes de Mtb que nao altera a viabilidade dos
macrofagos no periodo de observacéo, permitindo o crescimento intracelular da Mtb
(ZHANG, et al, 1998).

Além da avaliacdo do crescimento intracelular das micobactérias, outros
parametros também estdo diretamente relacionados a viruléncia micobacteriana.
Estudos demonstraram que diferentes gendtipos tém a capacidade de induzir
diferentes niveis de expressdo e producdo de citocinas durante a infeccdo
(CHACON-SALINAS et al, 2005; van HELDEN et al, 2001 (a)). Também foi
demonstrado que cepas consideradas mais virulentas induzem um perfil de citocinas
anti-inflamatoérias, com producéo de IL-4 e IL-13, levando a uma resposta Th2 ndo
protetora, enquanto que outras cepas menos virulentas tendem a desenvolver uma
resposta Thl protetora com inducao de sintese de IL-12 (MANCA et al, 2004).

Podemos observar diferencas também na capacidade de bactérias virulentas
e avirulentas induzirem diferentes niveis de apoptose e necrose. CHEN et al,
demonstrou que cepas virulentas e avirulentas de Mtb sdo capazes de provocar
morte dos macréfagos, mas cepas virulentas induzem menos apoptose mais
necrose em macrofagos infectados (CHEN et al, 2006).

A quantificacdo do crescimento intracelular e no meio liquido de Mtb e a
caracterizacdo da resposta dos macrofagos aos diferentes gendtipos de Mtb pode
ser um método eficaz no estudo da viruléncia de grande nimero das cepas de Mtb.
A analise dos dados obtidos in vitro junto com os dados de genotipagem e
caracteristicas clinicas e epidemiologicas das cepas de micobactéria permitira a
avaliacao relativa de viruléncia destas. A criacdo de uma metodologia padronizada

para comparacao dos gendtipos de micobactérias isoladas nas diferentes regifes e



paises em relacdo a ativacdo dos macréfagos e o crescimento intracelular da
bactéria, utilizando os macréfagos humanos da linhagem THP-1, pode ser aplicada
como ferramenta na busca dos marcadores geneéticos para
viruléncia/patogenicidade/ativacao do sistema imune inata no estudo da composicéo

genética das cepas isoladas.



2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Caracterizar cepas de M. tuberculosis de gendtipos diferentes, prevalentes no

Brasil, em relacdo a sua viruléncia e a resposta antibacteriana dos macrofagos

humanos da linhagem THP-1.

2.2.

a)

b)

d)

Objetivos Especificos

Avaliar a capacidade de crescimento dos diferentes isolados clinicos de M.
tuberculosis as condi¢des de crescimento em meio liquido.

Avaliar a viruléncia de cepas M. tuberculosis isoladas de pacientes com
tuberculose em modelo de infeccdo dos macr6fagos humanos in vitro
comparando a sua capacidade de crescimento em macréfagos e inducéao de
morte nestas células;

Avaliar a resposta dos macréfagos as cepas de M. tuberculosis, quantificando
a producéao das citocinas proé e anti-inflamatorias;

Comparar, com base nos parametros utilizados, a viruléncia entre os diversos

grupos genéticos de M. tuberculosis.



3. METODOLOGIA

3.1. Cultura de células humanas

As células de mondcitos humanos da linhagem THP-1 (ATCC 202-TIB) foram
cultivadas em garrafas de plastico de 25 e 75 cm? (Corning) em meio Dulbecco’s
Modified Medium F-12 (DMEM F-12) (Gibco BRL), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (FBS) (Gibco BRL), incubadas em estufa (Forma Scientific — water-
jacketed incubator) a 37°C e 5% de CO..

Para os todos os experimentos, as ceélulas foram cultivadas em placas de
cultura de 96 pocos (Cellstar) (6 x 10° células/mL — 100pL/poco) na presenca de 50
nM de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; Sigma), e incubadas por 48h. Apés
este periodo, ocorreu a diferenciacdo dos mondcitos para macréfagos, com o
estimulo do PMA. A monocamada foi lavada e o meio substituido por meio completo
sem PMA. Apdés 24h de incubacdo, as culturas foram infectadas.

3.2. Micobactérias

As cepas de Mtb isoladas dos pacientes com tuberculose atendidos no
Hospital Universitario da UFRJ no Rio de Janeiro (PCT, Dr. Afranio Kritski) e no
Instituto Adolfo Lutz em Séo Paulo foram genotipadas como parte de um grande
projeto populacional e gentilmente cedidas pelo Dr. Philip Suffys do Instituto
Oswaldo Cruz —RJ, e pela Dra. Maria Alice da Silva Telles do Instituto Adolfo Lutz.
As culturas das cepas padrdo de Mtb H37Rv e H37Ra foram cedidas pelo Dr. Philip
Suffys. M. bovis BCG (vacina onco-BCG viva, cepa Moreau, Copenhagen
SEED#July, 1978) foi gentilmente cedida pelo Instituto Butantan — SP.

As culturas estoque de Mtb foram mantidas em meio de cultura solido,
Lowenshtein-Jensen (LJ) (DIFCO), com suplemento a base de ovo de galinha, a 2-
4<C. Para o preparo da cultura estoque, duas alcas de coldonias micobacterianas
foram retiradas do meio de cultura LJ e colocadas em um tubo com tampa de rosca
contendo pérolas de vidro, sem liquido, agitando-se vigorosamente em vortex
(Biomotic). ApOs a agitacdo, adicionou-se 1 mL de meio de cultura liquido
Middlebrook 7H9 (DIFCO) acrescido de 0,05% Tween 80 e 10% de suplemento



albumina, dextrose, catalase (ADC) (BD BBL), agitando novamente em vortex. Para
destruir os grumos formados pela Mtb durante o seu crescimento e obter uma
suspensao homogénea, o tubo foi colocado em ultra-som de banho (Ultrasonic —
Unigue MaxiClean800) por 1 minuto. Desta suspensao, com o auxilio de uma alca
de cultura, foram repicadas 3 alcas para o meio solido LJ fresco e aliquotas de 1 mL
foram retiradas e colocadas em tubos, adicionando-se 20% de glicerol, e estocadas
a-70C.

Outra aliquota foi diluida em meio 7H9 completo até 5 unidades, utilizando-se
um kit de quantificacdo de densidade da cultura bacteriana (Russia). De acordo com
as instru¢des do fabricante do kit, as 5 unidades correspondem a concentracdo de
aproximadamente 5 x 10® bactérias/ml. As culturas foram adicionalmente diluidas a
1:10 em meio 7H9 e mantidas em estufa a 37<C por tr és dias, com agitacédo diaria,
para ser utilizado nos experimentos.

Em experimentos preliminares, foram avaliadas curvas de crescimento da
cepa H37Rv e de alguns isolados clinicos que demonstraram que no 3° dia as
culturas encontram-se na fase logaritmica de crescimento de Mtb. Em todos os
experimentos foram usadas 4° e 5° geracOes de Mtb a partir do seu isolamento do
paciente.

Para padronizar a dosagem das micobactérias a ser usada, a concentracao
bacteriana foi determinada através da quantificacdo da densidade o6tica da cultura,
DO a 600nm, utilizando espectrofotdmetro (Hitachi — modelo U-1100) e verificagao
das unidades formadoras de col6nias (CFU) de bactéria crescidas no meio sélido
Middlebrook 7H10. Todas as culturas de Mtb e BCG crescidas por trés dias em meio
7H9 completo foram diluidas até obtencdo da DOgy = 0,066, 0 que corresponde a

concentracéo de 10’ CFU/m.

3.3. Infeccdo dos macréfagos

Os macréfagos foram infectados em diferentes propor¢cdes: MOI = 1:1 (uma
bactéria por macrofago), para analise do crescimento das micobactérias, MOI = 10:1
para analise das citocinas secretadas pelos macréfagos e MOI = 50:1 para avaliacao
da morte celular. Pelo menos 6 pocos foram infectados para cada tipo de avaliacéo.
Apos 3h de contato bactéria-macrofago, ocorrendo a fagocitose das bactérias, o

sobrenadante foi removido para a retirada das bactérias extracelulares e a



monocamada das células foi lavada com PBS. Posteriormente foi adicionado meio
DMEM-F12 completo (DIA 0). As células infectadas foram mantidas em estufa a
37T e 5% de CO ;, por 6 dias.

3.8. Quantificacdo do crescimento intracelular das micobactérias

A quantificacdo das bactérias em macrofagos infectados (MOI = 1:1) apds 3h
(dia 0) e 6 dias (dia 6) de infeccao, foi feita por plagueamento em meio solido (o
método bacteriologico - ensaio de CFU).

Os macrofagos foram lisados com solucdo de saponina a 0,1% por 20
minutos. O lisado foi vigorosamente agitado, sonicado em ultra-som de banho, e
diluido em PBS estéril na diluicdo de 10™ (dia 0) e 10 (dia 6). Uma aliquota de 40pL
da diluicdo foi semeado em agar Middlebrook 7H10 (DIFCO) suplementado com
10% de Meio de Enriguecimento OADC (BD BBL). As placas foram incubadas por
21 dias em estufa a 37°C, as col6nias foram quantificadas (em CFU/mL) e os valores
expressos em Logl0. A capacidade de crescimento intracelular de cada cepa foi
expressa através da média dos aumentos dos Logs de cada cepa nos dias 0 e 6
(logl0CFUdia6 - logl0CFUdia0), e pela razdo dos CFUs no dia 0 e 6
(CFUdia6/CFUdia0).

3.9. Quantificacdo do crescimento micobacteriano em meio de cultura
liguido Middlebrook 7H9

As culturas de micobactérias utilizadas na infecgdo dos macrofagos foram
avaliadas em relacdo a capacidade de crescimento em meio de cultura 7H9. Foi
avaliada a concentracdo de bactérias no dia O e 6 através da medicao da densidade
optica (DO) em espectrofotbmetro a 600 nm. A capacidade de crescimento da
micobactéria no meio 7H9 foi expressa através da razado de crescimento, obtida pela
razdo das DOs nos dias 6 e 0 (DO dia6/ DO dia0).

3.10.Avaliacdo da morte celular dos macréfagos inf ectados

PARK et al (2006) demonstraram que a infeccdo dos macrofagos por Mtb

patogénica em alta dose de infeccéo (50 bactérias/macrofago) induz necrose nestas



células. Para comparar a capacidade dos diferentes isolados de Mtb de induzir
necrose nos macréfagos, as células foram infectadas com MOI = 50:1. Os
macrofagos infectados foram mantidos em cultura pelo periodo de 6 dias. Nos dias
3, 4 e 5 de infeccéo, a viabilidade dos macrofagos foi avaliada através da utilizacéo
do corante azul de tripan, que penetra somente as células mortas por necrose,
corando-as de azul, que permite desta forma sua quantificacdo através microscopia
otica (Microscopio Invertido Nikon, 400x). O resultado foi expresso pela

porcentagem de células mortas em cultura.

3.11.0Quantificacdo de citocinas

Os sobrenadantes dos macrofagos infectados com MOI = 10:1 foram
coletados em 24h (dia 1) e 72h (dia 3) apés a infeccdo e mantidos congelados a -
20<C. A quantidade de citocinas presente nos sobren adantes foi quantificada através
do ensaio ELISA sandwich utilizando kits correspondentes (BioSource, Bélgica).
Foram quantificadas as citocinas TNF-a (Cytoset CHC1753), IL-12+p40 (Cytoset
CHC1563), IL-10 (Cytoset CHC1323), IL-13 (Cytoset CHC2223) e TGF-$ (Cytoset
CHC1683). As citocinas foram quantificadas de acordo com o protocolo do

fabricante.

3.12.Forma de andlise dos resultados

Os dados de quantificacdo das citocinas, morte celular e CFU foram
analisados pelo ANOVA e Student t test.

3.13.Modelo de pesquisa

Segue abaixo o fluxograma da seqUéncia experimental utilizada neste

trabalho.



Cultura Micobacteriana Cultura Celular
Cepas de Mtb e BCG THP-1 — mondcito humano
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Figura 11 - Fluxograma da sequéncia experimental utilizada.

3.14.Conduta de trabalho e instrucdes em caso de a  cidentes

Todo trabalho experimental foi realizado em area de biosseguranca de nivel
3. Toda manipulacdo com micobactérias foi efetuada com uso dos equipamentos de
protecdo individual, EPI (luvas e mascara descartaveis, jaleco e touca apropriados),
dentro do cabine de biosseguranca 2A. Todo material contaminado com Mtb foi

coletado em sacos de autoclave dentro da cabine de biosseguranca, ou imerso em



solucdo de hipoclorito de sodio 4%, e descontaminado por autoclave a 121°C por 20
minutos.

Em caso de derramamento de qualquer liquido ou meio de cultura contendo
micobactérias na area de trabalho deve-se imediatamente colocar gaze ou papel
embebido com hipoclorito de sédio 4% ou Lysoform® 20% sobre a regido
contaminada e deixar por aproximadamente 20 min. Com o auxilio de luvas, fazer a
limpeza do local.

Em caso de ocorrer contaminagdo em qualquer parte de laboratorio deve-se
retirar as pessoas do ambiente. Uma pessoa devera colocar mascara bico de pato,
luvas, jaleco, touca. Em cima da regido contaminada, colocar gaze ou papel
embebidos com hipoclorito de sédio 4% ou Lysoform® 20% e isolar a area. Apos
aproximadamente 20 min, coletar o material contaminado, inclusive os EPIs usados,

e enviar para autoclavagem. Apos este periodo, fazer a limpeza do local.

Este projeto foi aprovado pela Comissédo Interna de Biosseguranca da

Universidade Estadual do Norte Fluminense.



4. RESULTADOS

4.1. Genotipagem das cepas de Mtb

Para comparar a viruléncia das familias genéticas de Mtb prevalentes no

Brasil, n0s selecionamos 4-6 cepas de cada familia genética anteriormente isolada

no Rio de Janeiro e Sao Paulo e genotipadas pelos Dr. Philip Suffys (Fiocruz, RJ)

e Dra. Maria Alice da Silva Telles (Instituto Adolfo Lutz, SP). As caracteristicas das

cepas utilizadas neste trabalho estéo apresentadas na Tabela 1. A caracterizagao

genotipica dos

isolados clinicos foi

realizada através das técnicas de

spoligotipagem e 12 loci-MIRU-VNTR tipagem. Algumas cepas, principalmente

cepas Beijing, foram identificadas adicionalmente pelo RFLP-1S6110.

Tabela 1 — Perfil das cepas de Mtb utilizadas neste trabalh 0.

ORIGEM lgakﬁggg ESPA’\éADDEORES MIRU/VNTR Sig;ﬁ%zgpo Cluster lsig\]/'é'gidpé:R RESISTENCIA A DROGAS isc':l\gr?”lgr?to
(RFLP-1S6110)

77272 16 | 223325173533 | Beijing Pequeno cluster | ancestral INH, RIF, SM 2001

8975 16 | 223325173533 | Beijing Pequeno cluster | ancestral INH, RIF, SM 2001

sp 8389 15 | 223325133533 | Beijing Non cluster ancestral INH, EMB, SM 2001
77264 15 | 223325173533 | Beijing Non cluster ndo determinado | Sensivel para todas as drogas 2001

ZT306 16 | 223326173533 | Beijing Non cluster moderno Sensivel para todas as drogas 2001

5351 223325173533 | Beijing Non cluster moderno Sensivel para todas as drogas 2000

RJ 2172/03 223326173423 | Beijing Non cluster moderno 2003
Rissia | 1471 17 Beijing Grande cluster | moderno MDR 2003
238/03 LAM 3 Cluster 0 2003
1542/03 LAM 3 Cluster 0 2003
1777/03 LAM 3 Non cluster 0 2003

295/03 LAM 1 Cluster 0 2003

726/03 LAM 1 Non cluster O 2003

RJ | 2024/03 LAM new 37 | Non cluster O 2003
1851/03 Haarlem 3 Cluster 0 2003

204/03 Haarlem 3 Cluster 0 2003

998/02 Haarlem 3 Non cluster O 2002

106/03 T1 Cluster 0 2003

182/03 T1 Cluster 0 2003




Os resultados mostram que a maioria das cepas Beijing isoladas no Brasil
estdo representadas por um caso Unico de tuberculose e cada uma apresentou
diferentes padrbes de RFLP-1S6110, menos os isolados ZT272 e 8975 que foram
obtidos de dois irmaos adolescentes, nascidos no Brasil, apresentando
tuberculose em S&ao Paulo. Os irm&os anteriormente tiveram contato com uma tia
da Colombia, portadora desta doenca (informacg&o obtida da Dra. Maria Alice da
Silva Telles). Diferentemente das cepas Beijing isoladas no Brasil, a cepa 1471
representa um grande cluster dentro dos casos de tuberculose (BO) provocados
por micobactérias com perfil idéntico de RFLP-IS6110, no total mais do que 70
isolados dos pacientes nao-relacionadas epidemiologicamente em Sao
Petersburgo, uma cidade de 5 milhdes de habitantes no noroeste da RuUssia
(NARVSKAYA et al, 2002). Apesar da cepa russa e das cepas brasileiras
apresentarem perfil de RFLP-IS6110 diferente, 5 destas cepas (4 brasileiras e
russa) apresentaram um perfil 12-loci MIRU-VNTR idéntico.

Adicionalmente, as cepas Beijing foram submetidas a técnica 1IS6110PCR
invertido (MOKROUSOV et al.,, 2006 (b)), realizada pelo Dr. Igor Mokrousov
(Instituto Pasteur, Russia). Este ensaio foi Gtil na diferenciagdo das sub-linhagens
da familia Beijing em Beijing modernas e ancestrais. Os resultados demonstraram
que 3 cepas brasileiras das 7 analisadas (cerca de 30%) apresentaram perfil
ancestral, enquanto a maioria das cepas Beijing circulantes na RuUssia sao
modernas (97-98%) (MOKROUSOV et al, 2006 (b)). Entre as cepas Beijing
isoladas no Brasil, uma foi MDR, uma poliresistente e pelo menos 3 foram
sensiveis para todas drogas de primeira linha para tratamento de tuberculose. A
cepa russa como todas cepas deste cluster foi MDR. No total, cerca de 60% das
cepas Beijing na Russia apresentam multi-droga resisténcia (NARVSKAYA et al.,
2002). As cepas de LAM, Haarlem e T1 foram representadas por isolados

clusterizados e nao-clusterizados.



4.2. Avaliacdo do crescimento em meio de cultura 7H 9 das cepas de Mtb.

A capacidade da Mth, uma bactéria intracelular facultativa, de crescer em
meio liquido, demonstra as propriedades bioldgicas de adaptacdo da bactéria
(fitness bacteriano) (DAVIES et al, 2000). NO0s comparamos a capacidade de
crescimento dos isolados clinicos em meio liquido Middlebrook 7H9 suplementado
com 10% do meio ADC apés 6 dias de incubacéo. O crescimento foi quantificado
como a razéo entre as médias da densidade Gtica da cultura medida no dia O e no
dia 6, utilizando espectrofotbmetro com comprimento de onda de 600 nm. Os
resultados obtidos para cada familia genética e para cada cepa estudada
isoladamente estdo demonstrados na Figura 12 e na Figura 13, respectivamente.

A Figura 12 mostra uma diferenca no crescimento das cepas padrdao Mtb
H37Rv e H37Ra. A cepa virulenta H37Rv cresceu significativamente mais em
comparacdo com H37Ra. As cepas dos isolados clinicos dos gendétipos
prevalentes no Brasil (LAM, Haarlem, T1) apresentaram, na maioria das vezes,
um crescimento semelhante ou maior que H37Rv. Diferentemente destas cepas e
da cepa Beijing da Russia, que também apresentou um crescimento compativel
com H37Rv, as cepas da familia Beijing isoladas no Brasil cresceram
significativamente menos. O crescimento das cepas Beijing do Brasil foi menor

que H37Ra e semelhante a BCG.
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Figura 12 — Crescimento das diferentes familias gen éticas de Mtb em meio de cultura
Middlebrook 7H9. As culturas de Mtb na fase logaritmica de crescimento foram diluidas em meio
liquido até concentracdo determinada e incubadas por 6 dias a 37<C. O crescimento das cepas foi
avaliado através da medicéo da densidade 6tica (DO) das culturas no dia 6 e dia O e representado
pela razdo das médias das DOs do dia 0 e 6 (DOdia 6/DOdia 0). A média de cada familia foi
determinada. A linha vermelha representa a média do crescimento da cepa H37Ruv.

Entretanto, a comparacdo entre as cepas individuais pertencentes ao
mesmo grupo genético mostrou que existem cepas que apresentam um padrao de
crescimento diferente em comparagdo com outras cepas do mesmo grupo. Duas
cepas entre as examinadas (726/03 — LAM1 e 998/02 — Haarlem 3) apresentaram

um crescimento em meio 7H9 significativamente menor (Figura 13).
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Figura 13 — Crescimento das diferentes cepas de Mtb  em meio de cultura Middlebrook 7H9.  As culturas
de Mtb na fase logaritmica de crescimento foram diluidas em meio liquido até concentracdo determinada e
incubadas por 6 dias a 37C. O crescimento das cepas foi avaliado através da medicao da densidade 6tica
(DO) das culturas no dia 6 e dia 0 e representado pela razdo das médias das DOs do dia 0 e 6 (DOdia

6/DOdia 0). A linha vermelha representa a média do crescimento da cepa H37Rv.

4.3. Avaliacdo do crescimento intracelular das cepa s de Mtb em

macrofagos infectados

O crescimento intracelular das cepas de Mtb nos macréfagos infectados foi
avaliado apds 6 dias de infeccdo. A capacidade de crescimento intracelular de
cada familia genética e de cada cepa individualmente foi expressa através da
meédia dos aumentos dos Logs de cada cepa nos dias 0 e 6 (log;0CFUdia6 — log10
CFUdia0) (Figura 14 e Figura 15). As médias dos valores expressos nos graficos
e o0 crescimento representado pela razdo dos CFUs no dia 0 e 6
(CFUdia6/CFUdia0) estao apresentados na Tabela 2.

O crescimento intracelular de todas as cepas clinicas foi comparado com a
capacidade de crescimento das cepas padrdo, H37Rv e H37Ra. As cepas das
familias LAM, Haarlem, T1 e EAI apresentaram um crescimento maior em relacao
as cepas padréo (Figura 14). A maioria das cepas da familia Beijing isoladas no

Brasil (com excecao das cepas 8389 e 2172/03 — Figura 15) cresceu menos que



as cepas padrdo. Podemos observar na Figura 15 que dentro de uma mesma

familia ha varia¢cdes no crescimento entre as diferentes cepas.
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Figura 14 — Crescimento intracelular das diferentes familias genéticas de Mtbh em

macréfagos infectados. Células THP-1 foram infectadas em relacdo de infeccdo 1
bactéria/macréfago, MOI= 1:1. O crescimento intracelular das micobactérias foi avaliado através do
ensaio de CFU nos dias 0 e 6 de infeccdo, e este crescimento foi determinado através da diferenca
das médias dos Log,, de CFU obtidos no dia 6 e dia 0 (log,o CFUdia 6—log;o CFUdia 0) para cada
cepa de cada grupo. A linha vermelha representa a média do crescimento da cepa padrdo Mtb
H37Rv .
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Figura 15 — Crescimento intracelular das diferentes cepas de Mtb em macréfagos

infectados. Células THP-1 foram infectadas em relacdo de infeccdo 1 bactéria/macréfago, MOI=
1:1. O crescimento intracelular das micobactérias foi avaliado através do ensaio de CFU nos dias 0
e 6 de infeccdo e este crescimento foi determinado através da diferenca das médias dos Log;, de
CFU obtidos no dia 6 e dia 0 (log;o CFUdia 6-log;o CFUdia 0). A linha vermelha representa a média
do crescimento da cepa padrdo Mtb H37Rv .

O maior crescimento foi apresentado pelas cepas LAM1 que cresceram 7
vezes mais do que H37Rv (Tabela 2). A cepa 1471 Beijing da Russia cresceu 5
vezes e a cepa EAI cresceu 4 vezes mais em comparagdo com a cepa padréo,
seguidas pelas T1 — 3,6 vezes, Haarlem3 — 3,2 vezes, LAM3 — 2,7 vezes, e LAM
n37 — 1,6 vezes mais. A cepa M. bovis BCG cresceu menos do que qualquer
cepa de Mtb. N&ao foi observada diferenca no crescimento em macréfagos THP-1
entre cepas Mtb H37Rv e H37Ra.



Tabela 2 — Representacao dos dados de crescimentoi  ntracelular.

CRESCIMENTO TAXA DE
FAMILIAS INTRACELULAR CRESCIMENTO
(Log10) (CFUdia6/CFUdia0)
Beijing
Brasil 1.3 20
Beijing
Russia 21 125
LAM 3 1,8 68
LAM 1 2,2 178
LAM new37 1,6 40
Haarlem 3 1,9 80
T1 2 920
EAIl 2 100
Genotipo
nao 1,7 50
determinado
1,4 25
Cepas de
referéncia 14 25
1,1 13

Quando comparamos as cepas Beijing isoladas no Brasil e na Russia
podemos observar que a cepa da RuUssia cresceu significativamente mais em
comparacao com qualquer cepa Beijing brasileira: duas vezes superior que as
duas cepas de Beijing do Brasil que tiveram maior crescimento (2172/03 e 8389) e
cerca de 6 vezes em comparagcdo com outras cepas de Beijing do Brasil (dados
nao mostrados).

A capacidade de crescimento intracelular da cepa Beijing russa que circula
como um clone predominante na cidade Sao Petersburgo, Russia, é compativel
com o crescimento das cepas LAM1 prevalentes no estado do Rio de Janeiro,

sendo superior a todas outras cepas testadas.



4.4. Avaliacdo da morte celular dos macréfagos infe ctados com as

diferentes cepas de Mtb

Estudos demonstraram que Mtb patogénicas podem induzir necrose nos
macréfagos com altas doses de infeccdo (PARK et al, 2006), e que isto se
correlaciona com a viruléncia da micobactéria. Neste trabalho, comparamos a
capacidade dos diferentes isolados clinicos de induzir a morte necrotica dos
macrofagos. As células THP-1 foram infectadas em alta dose da infec¢cdo, MOI =
50:1, e a viabilidade celular foi avaliada nos dias 3, 4 e 5 apos infec¢do. Os
resultados estdo apresentados como a porcentagem das células mortas em
cultura infectada. A analise da cinética de morte celular dos macroéfagos infectados
pelas diferentes cepas de Mtb, representada pela porcentagem de células mortas

em cultura, pode ser vista na Figura 16 .
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Figura 16 — Cinética de morte celular nas culturas de macroéfagos infectados com diferentes

cepas de Mth. As culturas foram infectadas com as diferentes cepas de Mtb e mantidas em cultura
por 6 dias. Nos dias 0, 3, 4 e 5 de infecgdo, os macréfagos foram corados com azul de trypan e as
células mortas e vivas foram contadas, determinando a porcentagem de células mortas em cultura.



A diferenca entre cepas individuais de diferentes genoétipos na inducdo de
necrose nos macréfagos e a média destes valores obtida para cada familia
genotipica no 4°dia de infeccdo estdo apresentados nas Figura 17 e Figura 18,
respectivamente.

Os resultados mostram que as cepas da familia Beijing isoladas no Brasil
induziram menos necrose (menos de 60% de células mortas na cultura infectada)
do que a cepa Beijing da Russia (cerca de 80%) e cepas das familias Mtb
prevalentes no Brasil: LAM, Haarlem e T1 (70-90%) (Figura 18). Entretanto, foi
observada certa variagdo entre cepas individuais de cada grupo: as cepas
2024/03 (familia LAM), 1851/03 (familia Haarlem) e 5351 (Beijing Brasil)
apresentaram a capacidade de inducéo de necrose reduzida em comparagdo com

outras cepas do mesmo grupo (Figura 17).
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Figura 17 — Porcentagem de células mortas na cultur a de macréfagos infectados com
diferentes cepas de Mth. Os resultados mostram o dia 4 de infeccdo. Os macréfagos foram
corados com azul de trypan e as células mortas e vivas foram contadas, determinando o nimero
de células mortas.
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Figura 18 — Porcentagem de células mortas na cultur  a de macréfagos infectados para cada
familia genética de Mth. Os resultados mostram a média dos valores de cada cepa para cada
familia no dia 4 de infecgdo. Os macréfagos foram corados com azul de trypan e as células mortas
e vivas foram contadas, determinando o nimero de células mortas. A linha vermelha representa a
porcentagem de células mortas em macrofagos infectados com H37Rv..

Na Figura 19, podemos observar o padrdao de necrose induzido pelas
cepas de Mth da familia Beijing isoladas no Brasil e na Russia. Nas células
infectadas com Beijing russa, cepa mais virulenta, a necrose das celulas
infectadas acontece no inicio da infec¢do, de forma rapida, havendo a liberacéo
das micobactérias para o meio extracelular, onde elas passam a proliferar e
formar aglomerados celulares (microcolénias). Ja nas células infectadas com
cepas Beijing do Brasil, que tem se mostrado menos virulentas, a necrose
acontece tardiamente e as micobactérias demoram a lisar a célula infectada,
crescendo em seu interior. Vale ressaltar que o padrdo de morte celular observado
em culturas infectadas com a cepa Beijing da Russia também foi visto em culturas

infectadas pelas cepas das familias prevalentes no Brasil, principalmente a familia
LAM 1.
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Figura 19 - Morfologia das células infectadas com cepas Beij ing de Mth. As células foram
infectadas com MOI=50:1 e mantidas em cultura celular por seis dias. No dia 4 e 5 a morfologia
das células infectadas foi observada em microscoépio invertido em 400X. As setas representam
micobactérias dentro dos macrofagos infectados (painel da esquerda) e micobactérias e
microcolénias no meio extracelular (painel da direita).



4.5. Avaliacdo da producdo de citocinas pelos macrd fagos infectados

com as diferentes cepas de Mtb

Para avaliar o carater da resposta inicial dos macrofagos as micobactérias,
que determina o desenvolvimento dos eventos pré - ou anti-inflamatérios no
organismo, foi quantificada a producao de citocinas importantes para inflamacéo e
inducéo da resposta imune protetora: TNF-a e IL-12; e citocinas anti-inflamatérias,
que favorecem a resposta imune nao-protetora: TGF-f3, IL-13 e IL-10. A avaliagao
da viabilidade dos macréfagos demonstrou que havia cerca de 90% das células

vivas durante o periodo de avaliacdo das citocinas (dados ndo amostrados).

4.5.1. Producéo do Fator de Necrose Tumoral-  a (TNF-a).

Os resultados da quantificacgo do TNF-a produzido pelos
macrofagos estdo apresentados na Figura 20 . As células THP-1 infectadas pela
cepa padrdao H37Rv produziram baixo nivel desta citocina: 100 pg/ml, 24 h apés
infeccdo, que aumenta apos 72 h até 160 pg/ml. As células infectadas pelas cepas
Beijing isoladas no Brasil produziram em média uma quantidade similar desta
citocina, entretanto, as cepas com o genoétipo moderno produziram um pouco
menos TNF-a do que cepas com o0 genoétipo ancestral. A cepa Beijing da Russia
com o gendtipo considerado moderno apresentou o perfil de producdo TNF-
a diferente em comparacdo com a H37Rv: maior producéo apos 24h da infecgéo e
significativamente menor apos 72h.

A producdo de TNF-a pelos macréfagos infectados pelas cepas das
familias genéticas LAM, Haarlem e T1 nao foi muito diferente em comparacdo com
a induzida pela H37Rv 24h ap0s infecgdo. Entretanto, 72h apos infecgdo, algumas
cepas (1542/03, 2024/03 — LAM, 1851/03 — Haarlem) induziram significativamente
uma maior producdo desta citocina. Diferentemente das outras cepas, as cepas
da sub-familia LAM1 (295/03 e 726/03) induziram significativamente uma menor

quantidade de TNF-a em 24 e 72h apoés infecgao.



A sintese de TNF-a nao foi detectada nas culturas dos macréfagos THP-1

nao infectados (dados ndo mostrados).
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Figura 20 — Produgdo de TNF a pelos macréfagos infectados com as diferentes cepa s de
Mtb. Os macréfagos foram infectados com MOI 10:1 e mantidos em cultura por 6 dias. Nos dias 1
(24h) e dia 3 (72h) os sobrenadantes das culturas foram coletados e congelados em -20TC para
posterior analise em ELISA

4.5.2. Producao do Fator do Crescimento de Transfor macéo (TGF- )

Foi observado que os macrofagos THP-1 produzem TGF-B nas culturas
nao infectadas: cerca de 120 pg/ml — na cultura de 24h que aumenta em culturas
de 72h até 400 pg/ml (dados ndo mostrados). Os dados obtidos nas culturas
infectadas estdo apresentados como a taxa de inducao da citocina demonstrando
a diferenca entre o nivel de citocina produzido pelo controle e a producdo de
citocina induzida nos macrofagos infectados (Figura 21).

A cepa padrédo H37Rv quase nao alterou a producédo constitutiva do TGF-
B pelas células THP-1. As cepas da familia Beijing isoladas no Brasil apresentam
certa diferenca na inducdo do TGF-B, sendo que as cepas consideradas
modernas induzem maior nivel de producdo desta citocina, principalmente 72h
apos infeccao (cerca de 200 pg/ml), enquanto as ancestrais nao tiveram efeito. A

cepa Beijing da Russia 1471 induz um pouco mais TGF-3 em comparag¢do com as




cepas modernas do Brasil. A maioria das cepas das familias LAM, Haarlem e T1
induzem TGF-3 no mesmo nivel da cepa 1471. Entretanto, duas cepas, 1777/03 —
LAM3 e 726/03 — LAM1, induziram 3 a 3,5 vezes mais citocina em comparacgao

com as outras cepas prevalentes no Brasil.
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Figura 21 — Indugdo de TGF- B pelos macréfagos infectados com as diferentes cepa s de Mtb.
Os macroéfagos foram infectados com MOI 10:1 e mantidos em cultura por 6 dias. Nos dias 1 (24h)
e dia 3 (72h), os sobrenadantes das culturas foram coletados e congelados em -20C para
posterior analise em ELISA.

4.5.3. Producao da Interleucina 13 (IL-13)

Um baixo nivel de producéo da IL-13 foi observado nas culturas THP-1 néao
infectadas: 26,0 + 8,0 pg/ml apdés 24h em cultura e 47,5 + 11,5 pg/ml ap6s 72h
(dados ndo mostrados). A cepa H37Rv e cepas Beijing do Brasil ndo alteraram
significativamente o nivel da IL-13 produzida, com excecdo da cepa ZT306, de
genadtipo considerado moderno, que aumentou a producdo desta citocina pelas
células ap6s 72h da infeccdo (Figura 22). A cepa Beijing isolada na RuUssia
induziu a sintese da IL-13 ja ap0s 24h e manteve alto nivel da secrecdo pelo
menos durante 72h da observacéo. As cepas das familias genéticas prevalentes
no Brasil apresentaram uma grande variacao na inducéo da sintese desta citocina.
Em comparagédo com a cepa H37Rv, todas as cepas LAM e cepa 106/03 — T1

induziram significativamente mais IL-13. As cepas Haarlem apresentaram padrao



semelhante a H37Rv. Entre as cepas LAM, duas cepas LAMS3 induziram mais IL-
13 do que todas outras cepas testadas, e as cepas LAM1 induziram relativamente

menos esta citocina.
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Figura 22 — Inducéo de IL-13 pelos macréfagos infec  tados com as diferentes cepas de Mtb.
Os macrofagos foram infectados com MOI 10:1 e mantidos em cultura por 6 dias. Nos dias 1 (24h)
e dia 3 (72h), os sobrenadantes das culturas foram coletados e congelados em -20C para
posterior analise em ELISA.



4.5.4. Producao das citocinas IL-12 e IL-10

Os resultados para as citocinas IL-10 e IL-12 ndo puderam ser
determinados, pois aparentemente os sobrenadantes dos macroéfagos infectados e
dos macréfagos controle (ndo infectados) ndo apresentaram uma producao
detectavel destas citocinas. A producdo da IL-12 foi observada no nosso modelo
somente apods o tratamento das células THP-1 por LPS, que pode ser usado como
controle positivo, e permite concluir que as células THP-1 ndo produzem IL-12 na
resposta para M. tuberculosis. Em relacdo a IL-10, ndo foi possivel encontrar
nenhuma amostra que pudesse ser o0 controle positivo. Entretanto, a citocina
recombinante do kit para ELISA utilizado (Biosource) foi detectavel, mas a falta do
controle positivo ndo permite diferenciar se o resultado negativo observado
demonstra a auséncia na producdo da IL-10 pelas células THP-1 infectadas por
Mtb, ou se, por alguma razao, a citocina produzida néo foi detectada por este kit.



5. DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi caracterizar as diferentes cepas de Mtb de
familias genéticas prevalentes no Brasil com relacdo a sua viruléncia e resposta dos
macréfagos a micobactéria, utilizando um modelo de infecgcdo dos macréfagos
humanos da linhagem THP-1. Este modelo de infeccdo in vitro, utilizando
macrofagos THP-1 ativados com IFN-y foi proposto e caracterizado por Theus et al
(2004) como alternativa para uso de modelos animais, quando o objetivo é a
comparacdo de um grande numero de cepas. Os autores demonstraram que 0
crescimento intracelular mais rapido é tipico para cepas com a maior capacidade de
transmissao (THEUS et al, 2005).

A infeccdo in vitro permite analisar também a resposta pro- ou anti-
inflamatoria dos macréfagos a micobactéria (MANCA et al, 2004). Tendo em vista a
analise da producdo das citocinas pro- e anti-inflamatdrias, no nosso modelo
experimental nés nao ativamos macrofagos com IFN-y, como foi proposto por
THEUS et al (2004). IFN-y é uma citocina capaz de aumentar significativamente o
potencial microbicida do macréfago, levando a eliminagcdo da micobactéria.
Adicionalmente, IFN-y demonstrou promover a inducdo da ativacdo classica dos
macréfagos, pré-inflamatéria, reduzindo a capacidade potencial da micobactéria de
ativar macrofagos de maneira alternativa que pode levar a sintese das citocinas anti-
inflamatorias. Por isso, em nossos experimentos as células THP-1 ndo foram pré-
ativadas.

As cepas de Mtb foram isoladas de pacientes com tuberculose em hospitais
no estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, e para este trabalho, nés selecionamos
uma amostra representativa das cepas de cada grupo de gendtipos distintos
pertencentes as familias genéticas prevalentes no Brasil. De acordo com dados
recentes obtidos num grande estudo de identificacdo dos genodtipos de Mtb
prevalentes no Rio de Janeiro, 0 maior niumero de casos de tuberculose no nosso
meio € provocado por cepas de Mtb da familia genética LAM, Latino-American-
Mediterranian — 40%. As familias Haarlem e T1 sdo responsaveis por 21% e 29%
dos casos, respectivamente (LAZARINI et al., 2007). As amostras representativas
das cepas destas familias foram selecionadas para nosso estudo na tentativa de
avaliar 7-8 cepas de cada grupo genético, mas para alguns grupos nao conseguimos

alcancar esta meta dentro dos prazos de realizacéo deste projeto.



Recentemente no Brasil, foram isoladas cepas da familia Beijing, que ndo sao
tipicas para esta regido geografica, representando cerca de 0,6% das cepas de Mtb
genotipadas (LAZARINI et al., 2007). As cepas Beijing em outros paises foram
associadas com maior taxa de viruléncia, transmissibilidade e resisténcia a drogas
incluindo MDR, multi-droga resisténcia. Devido a sua importancia epidemiolégica no
cenario mundial, nés incluimos no nosso estudo todas as cepas Beijing isoladas no
sudeste do Brasil disponiveis (7 cepas). Adicionalmente, foram caracterizadas cepas
padrao H37Rv, H37Ra, e uma cepa da familia Beijing isolada na Russia que foi
trazida para o Brasil pela Dra Elena Lassounskaia para fins de comparacdo com
cepas Beijing brasileiras como parte do seu projeto de Pds-Doutoramento (Instituto
Pasteur, Sao-Petersburgo, Russia).

Primeiramente, n0s comparamos a capacidade de adaptacdo (fitness) de
crescimento de cada cepa bacteriana em meio de cultura proprio para seu
crescimento, meio de cultura Middlebrook 7H9, num periodo de seis dias de
crescimento. Nossos resultados demonstraram que a maioria das cepas de
genotipos prevalentes no Brasil (LAM, Haarlem e T1) apresenta um padrdo de
crescimento igual ou superior a H37Rv. Diferentemente destas cepas, e da cepa
Beijing isolada na RuUssia, todas as cepas da familia Beijing isoladas no Brasil
tiveram um crescimento significativamente menor. E importante ressaltar que foi
observada certa variagcado entre cepas pertencentes para 0 mesmo grupo geneético:
pelo menos uma cepa LAM1 e uma cepa Haarlem 3 cresceram significativamente
menos que outras do mesmo grupo.

Estes dados mostram que ndo podemos associar um determinado grupo
genético com um determinado padrédo de crescimento em meio liquido. Entretanto,
uma menor taxa de crescimento no meio liquido, pode refletir uma menor
capacidade de adaptacao, foi apresentada por cepas que podem ser consideradas
nao prevalentes: cepas da familia Beijing isoladas no Brasil e algumas cepas LAM 1
e Haarlem 3, aquelas que segundo dados epidemiolégicos disponiveis,
representaram casos unicos (ndo cluster) de tuberculose. Desta forma, podemos
sugerir que um menor crescimento em meio liquido pode estar associado com cepas
menos transmissiveis, isoladas de casos Unicos de tuberculose. Mas, essa hip6tese
necessita de confirmacdo através da andlise de um maior niumero de cepas

prevalentes versus cepas de isolados Unicos.



Nés avaliamos o crescimento intracelular das diferentes cepas de Mtb como
um dos parametros para a determinacgéo de viruléncia de uma cepa. Os macréfagos
foram infectados em baixa dose de infeccdo, uma bactéria por macréfago, que,
diferentemente das altas doses de infeccéo, permite avaliar melhor a capacidade da
bactéria de reproduzir-se no ambiente hostil de uma célula fagocitica sem alteracédo
de viabilidade do macréfago (ZHANG et al, 1998). Os resultados obtidos
demonstraram que todos os isolados clinicos de Mtb prevalentes no Brasil (LAM,
Haarlem e T1) apresentam um crescimento em macrofagos significativamente maior
do que a cepa padrdo H37Rv. O crescimento de algumas destas cepas foi
semelhante a da cepa Beijing da Russia, que apresentou um dos maiores indices,
crescendo 6 vezes mais que H37Rv. Estes dados sugerem que o alto crescimento
da cepa Beijing da Russia observado em nosso modelo corresponde a sua alta
capacidade de transmissdo na populacdo humana ja descrita na literatura
(NARVSKAYA et al, 2002). Inesperadamente, o crescimento da maioria das cepas
da familia Beijing isoladas no Brasil foi menor, principalmente para cepas que foram
consideradas ancestrais, de acordo com os dados de PCR 1S6110 inverso.

O crescimento de Mtb em macrdéfagos foi relacionado a indugdo de necrose
em macrofagos infectados. A maioria dos isolados clinicos de Mtb prevalentes no
Brasil e a cepa Beijing da Russia apresentaram maior capacidade de induzir morte
nos macréfagos por necrose do que a cepa padrdo H37Rv. Diferentemente destes, a
maioria das cepas da familia Beijing isoladas no Brasil induziram a necrose de forma
similar a cepa H37Rv. Mais uma vez, estes dados demonstram uma grande
diferenca entre as cepas Beijing isoladas no Brasil e na Russia, sugerindo que
diferentemente da cepa russa, as cepas Beijing isoladas no Brasil possuem menor
viruléncia. Estes dados sédo importantes, pois demonstram a heterogenicidade das
cepas Beijing, que antigamente foram consideradas mais virulentas do que outras
familias genéticas. As diferengas na viruléncia das diferentes cepas Beijing isoladas
nos Estados Unidos, demonstradas recentemente, contribuem para esta hipotese
(THEUS et al, 2007). A viruléncia da linhagem Beijing provavelmente ndo é
constitutiva, mas associada com algumas sub-linhagens que evoluiram aumentando
sua viruléncia através da sua circulacdo na populacdo humana suscetivel em
regides de prevaléncia de cepas Beijing.

O perfil de morte celular por necrose observada nas culturas infectadas pelas

diferentes cepas de Mtb também foi diferente. A maioria das cepas induziu a



necrose dos macrofagos a partir do 3° dia de infeccdo e a quantidade de células
mortas na cultura aumentou com o tempo. As células mortas apresentaram marcas
de necrose (permeabilizacdo de membrana), mas continuaram integras, contendo as
micobactérias em seu interior. Entretanto, algumas cepas induziram a necrose das
células mais rapidamente, levando a perda da integridade celular seguida da
liberacdo das bactérias, que continuaram seu crescimento no meio extracelular,
formando aglomerados celulares (microcolénias). Este padrdo de necrose foi
observado nas culturas infectadas por cepas que apresentaram maior capacidade
de crescimento intracelular, comoi a cepa Beijing da Russia e cepas LAM1.

As propriedades descritas — maior crescimento intracelular e no meio de
cultura liquido e a destruicdo dos macrofagos, levando a liberacédo das micobactérias
e sua proliferacdo — sugerem alta viruléncia das micobactérias que possuem estas
caracteristicas. Os dados epidemioldgicos disponiveis confirmam que a cepa Beijing
1471 que pertence a um cluster chamado BO, determinado por RFLP-IS6110 e 12
MIRU-VNTR perfil -M9 circula na Radssia como um clone predominante provocando
numerosos casos de tuberculose nos pacientes epidemiologicamente néo-
relacionados e em diferentes regibes da Russia (NARVSKAYA et al, 2002;
MOKROUSOQV et al, 2004; DROBNIEWSKI et al, 2005), comprovando o alto poder
de transmissao desta cepa.

As cepas LAM1 também sdo altamente prevalentes no estado do Rio de
Janeiro (LAZARINE et al, 2007). As cepas desta linhagem possuem marcas distintas
que permitiram caracteriza-las como cepas RD™ , estando relacionadas a cerca de
30% dos casos de tuberculose no estado do Rio de Janeiro provocados por cepas
da familia LAM, sugerindo alta transmissibilidade destas cepas (LAZARINE et al,
2007).

Outro fator que pode contribuir para maior viruléncia da micobactéria € a sua
capacidade de subverter a resposta imune, inata e/ou adaptativa, direcionada contra
bactéria. Foi demonstrado que nem todas as cepas com maior capacidade de
crescimento sdo capazes de induzir a doenca apesar de sua alta transmissibilidade.
Nos Estados Unidos, foi isolada a cepa 1551 que provocou um surto em escolas,
infectando grande numero de alunos (comprovado através da positividade da reacao
PPD), embora poucos tenham desenvolvido a tuberculose (VALWAY et al, 1998).
Em experimentos in vitro e in vivo foi demonstrado que esta cepa induz alto nivel de

imunidade protetora no organismo infectado, que corresponde a alta producao de



citocinas pro-inflamatorias por macrofagos infectados, IL-12 e TNF-a, contribuindo
para controle da infeccdo (MANCA et al, 1999). Por outro lado, as bactérias com
maior grau de viruléncia (incluindo cepas da familia Beijing que foram mais bem
caracterizadas) sao capazes de induzir nos macrofagos citocinas anti-inflamatérias,
[I-4, 1L-13, IL-10 (MANCA et al, 2004), levando a reducdo na producéo das citocinas
pro-inflamatérias, prejudicando o desenvolvimento da resposta imune adaptativa
protetora.

Para verificar a resposta dos macréfagos THP-1 a cepas de genotipos
diferentes, nos quantificamos a sintese das citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-
12, e anti-inflamatérias, IL-13, TGF- e IL-10, pelos macrofagos infectados. Foi
possivel observar trés padrbes de resposta de producdo de citocinas pelos
macrofagos infectados. Em primeiro lugar, macréfagos infectados pela cepa Beijing
da Russia tiveram uma alta producdo de TNF-a em 24h, que diminuiu apos 72h,
sendo acompanhada por uma alta producao de IL-13 e TGF-3, sugerindo que a
diminuicdo do TNF-a em 72h foi devido ao perfil anti-inflamatoério desenvolvido.

Em segundo lugar, os macrofagos infectados pelas cepas das familias
prevalentes no Brasil tiveram em geral uma producéo de citocinas semelhante e/ou
maior do que macrofagos infectados com a cepa padrdo H37Rv. Apesar de terem
produzido TNF-a (pro-inflamatoéria), também tiveram alta producdo de citocinas
antiinflamatdrias, com excecdo dos macrofagos infectados com cepas da familia
Haarlem que apresentaram uma producéo de IL-13 menor. Em terceiro lugar, os
macrofagos infectados com cepas da familia Beijing do Brasil apresentaram um
perfil de producdo de citocinas diferenciado para cepas ancestrais e modernas. A
inducao de citocinas pelas cepas ancestrais foi semelhante a H37Rv, com producéao
de TNF-a e baixa producao de citocinas anti-inflamatérias, comparando-se ao perfil
observado para H37Rv. Ja as cepas modernas induziram menos TNF-a e mais IL-13
e TGF-3 quando comparadas a H37Rv. De modo geral, os dados demonstraram que
cepas de isolados clinicos mais competitivos induzem mais citocinas anti-
inflamatérias em comparacédo com a cepa H37Ruv.

Os dados obtidos neste estudo sugerem que cepas de gendtipos prevalentes
numa determinada regido, que por algumas razGes foram mais competitivas e/ou
adaptaram-se para a populacao local e como consequéncia circulam na regiao
transmitindo-se para véarios novos hospedeiros, sofrendo evolu¢do do seu genotipo

através da selecdo dos sub-clones mais virulentos. O aparecimento de novas sub-



linhagens na familia Beijing foi demonstrada recentemente na Africa do Sul
(HANEKOM et al, 2007), mas os autores deste trabalho ndo caracterizaram a
viruléncia destas linhagens. Ao contrario de outras regides do mundo, como Asia e
China, as cepas Beijing sdo raramente encontradas no Brasil assim como em outros
paises desta regido (BRUDEY et al, 2006).

Nés ndo sabemos de qual regido do mundo estas cepas Beijng foram trazidas
e quanto tempo elas estdo no Brasil. Uma cepa, de acordo com os dados
disponiveis, provavelmente foi trazida da Bolivia (comunicacao pessoal de Dra Maria
Alice). Dados de PCR inverso demonstraram que aproximadamente 30% das cepas
Beijing do Brasil apresentam marcas genéticas das linhagens ancestrais em sua
filogenia, e na RuUssia e China estas cepas ancestrais sdo minoritarias,
representando menos de 3% dos casos (MOKROUSOV et al, 2006 (a),
MOKROUSOQV et al, 2006 (b)). Estes dados demonstram que as cepas encontradas
no Brasil apresentam um perfil diferente em comparagdo com os paises asiaticos,
sugerindo que pelo menos a maioria destas possivelmente tem origem em outros
paises Latino-Americanos, que apresentam maior incidéncia de casos de TB
provocados por cepas Beijing do que no Brasil, mas também ndo sendo
consideradas cepas prevalentes.

Apesar desta diferenca observada entre as cepas Beijing do Brasil e da
Russia, outro aspecto que chama atencédo é certa semelhanca genética entre as
cepas Beijing encontradas no Brasil e Russia, através de uma analise feita por
MIRU-VNTR. Aproximadamente 30% das cepas Beijing isoladas no Brasil
apresentaram um perfil 12MIRU-VNTR-M9, que foi também encontrado na Russia,
China, Estados Unidos, América do Sul e Mocambique, inclusive na cepa 1471
usada neste trabalho (comunicacdo pessoal do Dr. Philip Suffys). Entretanto, as
caracteristicas associadas a viruléncia destas cepas foram bem diferentes,
sugerindo que estas cepas tém origem em diferentes sub-linhagens da familia
Beijing, demonstrando um poder limitado de diferenciacdo de cepas individuais
através da metodologia de MIRU-VNTR, pelo menos quando sédo analisados apenas
12 loci.

Diferentemente dos Estados Unidos, os paises da América Latina nao
possuem intenso fluxo de imigrantes oriundos de paises asiaticos e da Russia e
possuem menor probabilidade de importacdo destas cepas Beijing mais virulentas.

Todas estas consideragOes permitem sugerir que a viruléncia das cepas Beijing



encontradas nas regides de baixa prevaléncia destas cepas pode ser em geral
menor do que em regides de alta prevaléncia. Em compensacéo, as cepas de outros
genaotipos prevalentes nestas regides (como LAM, Haarlem e T1 no Brasil) podem
sofrer uma evolucgéo, levando a um aumento da sua viruléncia. Este hipétese ainda
deve ser verificada num estudo maior.

Podemos concluir, com base nos dados apresentados, que as cepas das
familias prevalentes no Brasil, LAM (com seus subtipos), Haarlem 3 e T1, analisadas
neste trabalho, apresentaram um perfil de viruléncia maior do que as cepas Beijing
isoladas no nosso meio, demonstrando menor importancia epidemiolégica destas

ultimas.



6. CONCLUSOES

X/

% A maioria dos isolados clinicos de Mtb prevalentes no Brasil apresentou um
crescimento no meio liquido igual ou um pouco maior que a cepa padrdo H37Rv. O
crescimento das cepas da familia Beijing isoladas no Brasil foi significativamente
menor.

% Todos os isolados clinicos de Mtb prevalentes no Brasil apresentaram um
crescimento intracelular nos macrofagos significativamente maior que a cepa padréo
H37Rv. O crescimento da maioria das cepas da familia Beijing isoladas no Brasil foi
menor.

% A maioria dos isolados clinicos de Mtb prevalentes no Brasil apresentou maior
capacidade de induzir a morte dos macréfagos por necrose que a cepa H37Rv. A
maioria das cepas da familia Beijing isoladas no Brasil induziu a necrose de forma
similar a cepa H37Rv.

% Existe diferenca entre grupos genéticos de Mtb em relagdo a producdo das
citocinas pro- e anti-inflamatérias pelos macréfagos infectados.

% As cepas da familia LAM em comparacdo com a cepa padrdo H37Rv induziram
maior produgéo das todas citocinas testadas. Entretanto, houve uma certa diferenga
para as cepas da subfamilia LAM 1 testadas, que induziram menos TNF-a e IL-13
em comparacao com outras cepas da familia LAM.

% O perfil de producdo para as cepas da familia Haarlem foi, em geral,
semelhante ao da familia LAM, com excecao para uma produ¢cao menor de 1L-13.

s O perfil de producdo para cepas da familia T1 foi semelhante para a cepa

H37Rv, com excecado para uma produgcao maior de TGF-f3.

% O perfil de producédo de citocinas para cepas da familia Beijing isoladas no
Brasil foi diferente para cepas ancestrais e modernas. A inducdo de citocinas pelas



cepas ancestrais foi semelhante para as cepas padrao H37Rv. As cepas modernas

induziram menos TNF-a e mais IL-13 e TGF-B quando comparadas a H37Rv.

s Foi demonstrada grande diferenca entre cepas da familia Beijing isoladas no
Brasil e a cepa isolada na Russia em relacdo as caracteristicas associadas a
viruléncia testadas. Diferentemente da cepa russa, que apresenta alto nivel de
viruléncia, as cepas isoladas no Brasil foram menos virulentas de acordo com as
caracteristicas testadas. Isto demonstra que a alta viruléncia ndo é uma

caracteristica geral da familia Beijing.

s A viruléncia das cepas de familias genéticas prevalentes no Brasil foi tdo alta
como a viruléncia da cepa Beijing da Russia, de acordo com as caracteristicas

avaliadas.
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