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RESUMO

A patologia pulmonar necrética nos pacientes com tuberculose (TB) esta
associada a degradacdo da matriz extracelular pulmonar promovida pelas
enzimas metaloproteinases de matriz (MMPSs), que séo produzidas pelas células
do pulmdo apos a exposicdo ao Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Neste
trabalho foi avaliada a capacidade das cepas de Mtb H37Rv e M299 em induzir
a secrecdo de MMPs nos pulmdes de camundongos infectados. Além disso, foi
analisado o potencial terapéutico de farmacos anti-MMP doxiciclina (Dox) e 2'2-
bipiridina (BP) na patologia e na carga bacteriana, em comparagao ao tratamento
com o anticorpo monoclonal anti-Gr-1, utilizado para deplecionar neutréfilos e
monaocitos positivos para Gr-1. Foi demonstrado que a cepa Mtb hipervirulenta
M299 induziu maior producdo de MMP-2, -8 e -9, comparado com a cepa
laboratorial H37Rv, o que foi associado com maior recrutamento de células
mielodides inflamatorias producentes de MMPs no pulméo e desenvolvimento da
patologia mais grave. O tratamento dos camundongos com Dox e com BP
reduziu a producdo de MMPs no pulmdo, o que sugere efeito direto destes
farmacos na inibicdo de MMPs. O efeito da Dox na redugdo da patologia
pulmonar foi maior comparado com efeito da BP, sendo que somente a Dox foi
capaz de inibir o desenvolvimento do nucleo necrético na lesdo. Além disso,
ambos os farmacos foram capazes de reduzir a carga bacteriana no pulméo, o
gue pode ser associado tanto ao direto efeito antibacteriano da Dox, quanto a
capacidade destes farmacos de reduzir levemente o acumulo no pulméo de
fagdcitos permissiveis ao crescimento de Mtb. O tratamento dos animais com
anti-Gr-1 (controle positivo) levou a reducdo do acumulo de células inflamatérias
no pulmao e reducdo da producdo de MMPs, além da diminuicdo da carga
bacteriana. Em comparacdo com este tratamento, o efeito terapéutico da Dox
pode ser considerado como moderado. Estes dados sugerem que a utilizacao
da Dox, o unico farmaco licenciado para uso como inibidor de MMPs, no
tratamento de casos de TB pulmonar agressiva associada ao desenvolvimento
rapido da patologia necrética pode ser util para prevencdo da necrose,

principalmente em casos da TB droga resistente.

Palavras-chave: tuberculose, metaloproteinase de matriz, doxiciclina, bipiridina
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ABSTRACT

Necrotic pulmonary pathology in tuberculosis (TB) patients is associated with
pulmonary  extracellular matrix degradation promoted by matrix
metalloproteinases (MMPSs), which are produced by lung cells following exposure
to Mycobacterium tuberculosis (Mtb). In this work we evaluated the ability of Mtb
H37Rv and M299 strains to induce MMPs secretion in the lungs of infected mice.
In addition, the therapeutic potential of anti-MMP drugs doxycycline (Dox) and
2'2-bipyridine (BP) in pathology and bacterial burden was compared to treatment
with the anti-Gr-1 monoclonal antibody used to deplete neutrophils and Gr-1
positive monocytes. The M299 hypervirulent Mtb strain has been shown to induce
higher production of MMP-2, -8 and -9, compared to laboratory strain H37Rv,
which was associated with increased recruitment of inflammatory myeloid cells
producing MMPs in the lung and development of more serious pathology.
Treatment of mice with Dox and BP reduced the production of MMPs in the lung,
suggesting a direct effect of these drugs on inhibition of MMPs. The effect of Dox
in reducing pulmonary pathology was greater compared to the effect of BP, and
only Dox was able to inhibit the development of the necrotic nucleus in the lesion.
In addition, both drugs were able to reduce bacterial burden in the lung, which
may be associated with both the direct antibacterial effect of Dox and the ability
of these drugs to slightly reduce lung accumulation of phagocytes permissible for
Mtb growth. Treatment of animals with anti-Gr-1 (positive control) led to a
reduction in the accumulation of inflammatory cells in the lung and a reduction in
MMP production, as well as a reduction in bacterial load. Compared to this
treatment, the therapeutic effect of Dox can be considered as moderate. These
data suggest that the use of Dox, the only drug licensed for use as an MMP
inhibitor, in the treatment of cases of aggressive pulmonary TB associated with
the rapid development of necrotic pathology may be useful for prevention of

necrosis, especially in drug resistant TB cases.

Keywords: tuberculosis, matrix metalloproteinase, doxycicline, bypyridine



1- INTRODUCAO

1.1-Classificacao de Mycobacterium tuberculosis

O complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) compreende um grupo
de subespécies proximas causadoras de tuberculose ou de ecétipos adaptados
a diferentes hospedeiros animais, incluindo humanos. Todas as espécies do
CMTB tém uma origem em comum, apesar disso, suas caracteristicas
biolégicas, ecoldgicas e clinicas sdo bem distintas, o que sugere diferentes
caminhos evolutivos (BANULS, 2015).

De acordo com as distancias filogenéticas, o CMTB pode ser classificado
em oito linhagens principais (L1 a L8), os ecotipos adaptados a humanos sao M.
tuberculosis (L1 a L4 e L7), M. africanum (L5 e L6), e M. canettii (Figura 1).
Também existem os ecotipos adaptados a animais que estdo agrupados na
linhagem L8: M. bovis (que hospedam humanos e bovinos), M. caprae
(hospedam ovelhas e cabras), M. microti (hospedam roedores), M. pinnipedii
(hospedam focas e lebes marinhos), M. orygis (hospedam antilopes) e M. mungi
(hospedam mangustos) (BROSET, MARTIN & GONZALO-ASENSIO, 2015).

Assim como as espécies do L8, que evoluiram com capacidade de
infectar mamiferos especificos, as cepas adaptadas aos humanos evoluiram
com capacidade de causar tuberculose em subpopulacdes de humanos. M.
canettii originalmente foi isolada no Sudeste Afriacano (que inclui Somalia,
Eritreia, Somalilandia e Etidpia), cepas de L5 e L6 de M. africanum sédo
comumente encontradas em paises do Oeste Africano, L7 de M. tuberculosis é
frequente na Etiépia e a L1 nas margens do Oceano indico. As linhagens de M.
tuberculosis L2, L3 e L4 possuem maior distribuicio e infectam
predominantemente pessoas no Leste Asiatico, no Leste da india, e nas
Américas e Europa, respectivamente (COMAS et al., 2013).

Analises genOmicas tém sido fundamentais para o estudo da
ancestralidade dos membros do CMTB e ajudaram a identificar 14 regites
(conhecidas como regides de diferenciagcdo ou RD1-14) e participam da
identificacdo de genes cromossomais relacionados a patogenicidade
(FORRELAND et al., 2013).
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Figura 1: As filogenias do complexo Mycobacterium tuberculosis e de BCG incluem varios
polimorfismos no sistema de viruléncia PhoPR. Cenario evolucional do complexo mostrando a
presenca de diferentes membros que pertencem a linhagens especificas. A adaptacédo dessas
espécies em humanos e em animais também é indicada. Traduzido de BROSET, MARTIN &
GONZALO-ASENSIO, 2015

Micobactérias apresentam grande homogeneidade genética, entre 0,01-
0,03% de variacdo nucleotidica. No caso de espécies pertencentes ao CMTB as
sequéncias de nucleotideos sédo quase idénticas e sequéncias de 16S acido
ribonucleico ribossémico (rRNA) sdo totalmente idénticas. Esta similaridade
comprova que todas as espécies derivam de um ancestral comum. Entretanto,
elas diferem quanto ao tropismo pelo hospedeiro, ao fenétipo e a patogenicidade,
0 que sugere diferentes caminhos evolutivos (BROSET, MARTIN & GONZALO-
ASENSIO, 2015).

E importante observar que bactérias do CMTB s&o altamente clonais
(apresentam auséncia de troca geneética horizontal), e isto se reflete na
conservacgao evolucionaria de epitopos reconhecidos por linfocitos T. Dos 491
epitopos analisados, 95% apresentaram mudancas nos aminoacidos, este fator
€ bastante benéfico para as espécies do complexo quanto ao reconhecimento
pelo sistema imunologico do hospedeiro em alguns estagios do ciclo da
patogénese (COMAS et al., 2010). Baseado nestes dados, especula-se que
respostas imunoldgicas desencadeadas pelos epitopos de linfécitos T podem ser

mais benéficas para as bactérias do que para os hospedeiros. Isso porque ao



invés de escapar da resposta imunoldgica, as bactérias do CMTB querem ser
reconhecidas pelo sistema imunoldgico para que esta resposta do hospedeiro
contribua para destruicdo tissular e consequente formacdo de cavidade
pulmonar, aumentando assim a chance de transmissado (GAUGNEUX, 2012).

A relacéo de antiguidade das linhagens entre si foi determinada a partir
de um estudo de 20 regides gendmicas variaveis resultantes de eventos de
insercao/delecdo (BROSCH et al., 2002). Em particular, com base na presenca
ou auséncia de uma delacdo especifica em Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
(TbD1), essas linhagens poderiam ser subdivididas em ancestral (TbD1+) ou
modernas (TbD1-). As linhagens que infectam animais, L1, L5, L6 e L7 (M. bovis,
M. microti e M. pinnipedi), e M. canettii se agrupam como CMTB ancestral
(TbD1+), enquanto que as linhagens L2, L3, e L4 constituem o grupo moderno
(TbD1-) (Figura 2). O fato de a M. canettii e as linhagens ancestrais de Mtb n&o
apresentarem nenhuma das dele¢cbes observadas em linhagens animais
sugerem que o bacilo do tubérculo foi originalmente um patégeno humano. Esta
hipotese foi corroborada em uma ampla anélise genética (BANULS et al., 2015).

As linhagens de Mtb podem ser subdivididas em familias ou tipos
internacionais de spoligotipos (TIS) por spoligotyping, uma técnica de
genotipagem de referéncia. Um banco de dados mundial inclui 7.104 diferentes
spoligotipos correspondentes a 58.187 isolados clinicos de 102 paises. Dentre
0s 7.104 spoligotipos da base de dados, 24 representam a maioria dos isolados
clinicos caracterizados. Particularmente, as principais familias de Mtb sao:
Beijing, Asia Central, Leste Indiano da Africa, Haarlem, Mediterraneo da América
Latina, T e X. Coincidentemente, a maioria das principais familias descritas no
banco de dados pertence a linhagens consideradas modernas: Beijing pertence
al2, CASals3, e Haarlem, LAM, X e T a L4 (BRUDEY et al., 2006).
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Figura 2: Filogenia do complexo Mtb baseada em estudos de genoma. As 5 linhagens Mtb (L1,
L2, L3, L4 e L7) estdo representadas. Destaque para 2 linhas individualizadas de M. africanum

(L5 e L6) e para a posicdo do ancestral de M. canettii. Traduzido de Bafiuls, et al., 2015.

1.2- Epidemiologia

Com aproximadamente 1 bilhdo de mortes nos ultimos 200 anos, o bacilo
de Mtb é considerado um dos patdgenos de maior éxito em se tratando de
capacidade de infeccdo (BRITES & GAGNEUX, 2017).

As caracteristicas apresentadas por M. canettii e sua alta similaridade
de nucleotideos (97,3%) com linhagens CMTB levam a crer que o0 ancestral
destas linhagens foi um organismo similar ao M. canettii. As linhagens de CMTB
adaptadas a humanos séo consideradas patégenos obrigatdrios porque apenas
em hospedeiros humanos eles completam seu ciclo de vida, e porque estes
microrganismos precisam causar tuberculose pulmonar para serem transmitidos
para outros hospedeiros (BRITES & GAGNEUX, 2017).

Especula-se que o patdgeno ancestral de bactérias do CMTB tenha tido
amplo espectro quanto aos seus hospedeiros e consequentemente divergiram
em linhagens separadas que se tornaram mais especificas aos seus

hospedeiros ao longo do tempo. Isto porque as sete linhagens que compdem o



CMTB nao formam uma unidade monofilética, ou seja, elas ndo compartilham o
ancestral mais recente em comum (BRITES & GAGNEUX, 2015).

Mtb, assim com M. bovis e M. Canettii, pode sobreviver no solo por um
longo periodo de tempo e manter seu potencial de infeccdo (GHODBANE et al.,
2014). Mtb e M. africanum geralmente causam tuberculose pulmonar ativa ao
serem transmitidas de um hospedeiro para outro, ja a epidemiologia da M.
canettii é totalmente diferente. Esta bactéria foi descrita pela primeira vez em
1960 e apenas 100 cepas foram isoladas até o momento. Casos clinicos sao
raros e na maioria dos casos apresentam tuberculose na forma extrapulmonar.
Ainda nao foi demonstrado nenhum caso de transmissao inter-humana. Estes

dados sugerem que exista um reservatério ambiental (FABRE et al., 2010).

1.3- Caracteristicas estruturais

As micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae sao classificadas
como gram-positivas, ndo esporuladas, apresentam auséncias de mobilidade,
em forma de haste e um bastonete delgado, aerdbico obrigatério (NEGI et al.,
2010). O género Mycobacterium geralmente é dividido em espécies de
crescimento rapido ou lento, baseado na sua capacidade de desenvolver
colénias em menos ou mais de sete dias, respectivamente. Espécies de
crescimento rapido sdo em sua maioria bactérias oportunistas ou nao
patogénicas, enquanto as de crescimento lento incluem as micobactérias
patogénicas aos humanos, como a M. tuberculosis, M. ulcerans, e M. leprae,
causadoras de tuberculose, ulcera Buruli e hanseniase, respectivamente
(BROSET, MARTIN, GONZALO-ASENSIO, 2015). Os bastonetes de Mtb
crescem lentamente (20 horas ou mais de tempo de geracao), algumas vezes

formam filamentos e tendem a crescer em cachos (TORTORA, 2012).

7

Sua parede celular composta por 60% de lipideos é a maior
determinante de viruléncia bacteriana, os lipideos também conferem para a
parede celular a dificuldade de permeabilidade a corantes, pois micobactérias
coradas com carbol-fucsina ndo podem ser descoradas com &cido ou alcool, e

assim, sdo classificadas como bacilos alcool-acido resistentes (BAAR).



Apresentam resisténcia a muitos antibioticos, resisténcia a morte por compostos
acidos ou alcalinos, resisténcia a lise osmética via complemento, resisténcia a

oxidacOes letais, e sobrevivéncia dentro de macréfagos (MDLULI et al., 2006).

Dentre as macromoléculas que compdem a parede estdo
peptideoglicanos ligados covalentemente ao galactofurano, que por sua vez esta
anexado a varios filamentos de arabinofurano altamente ramificados unidos a
acidos micdlicos, que sao acidos graxos de cadeia longa a-alquil B-hidroxi
(MOUGOUS et al., 2004). Manosideos fosfatidil-mioinositol, lipoarabinomanana
(LAM) e lipomanana (LM) estdo ancoradas na membrana plasmaética e alcancam
o0 exterior da parede celular. A camada mais externa da micobactéria é a capsula
que contém polissacarideos e menores quantidades de lipideos no interior.
Nesta matriz existem varias proteinas relacionadas a sintese e a manutencao da
parede celular que também séo responsaveis pela adesao, infeccéo, transporte
de solutos (porinas) e pela sobrevivéncia da micobactéria nas células
hospedeiras (DAFFE & ETIENNE., 1999).
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Figura 3: Estrutura da parede celular de bactérias gram-positivas (A) e de Mtb (B). Em A a
bactéria gram-positiva possui uma Unica membrana lipidica ao redor da membrana celular
composta por uma espessa camada de peptideoglicano e de acido lipotéico, que esta ancorado
na membrana celular por diacliglicerol. (B) Paredes celulares de micobactérias consistem em fina
camada de peptideoglicano e de arabinogalactano, e uma espessa camada de acidos micolicos.
Glicolipideos e porinas também sdo encontrados, assim como lipoarabinomanana, que esta
ancorado a membrana celular por diacilglicerol. Esta parede celular circula uma Gnica membrana
lipidica. (C) o crescimento filamentoso, semelhante a um crescimento fungico, corado em
vermelho mostrado aqui em um esfregaco de tecido pulmonar. Sob outras condicdes, ele cresce
como bacilos delgados individuais. Um componente céreo da célula, o fator corda, é responséavel

por este arranjo em forma de cordéo. Traduzido de Brown et al., 2015 e Tortora, Gerard J., 2012.



1.4- Fatores de viruléncia

Nos modelos da biologia evolucionaria a viruléncia é correlacionada com
a transmissdo e com 0 acesso ao maior numero possivel de hospedeiros
susceptiveis favorecendo uma viruléncia forte e um curto periodo de laténcia
(LEVIN, 1996). A rapida expansdo humana e a grande densidade populacional
em cidades superpopulosas da Europa nos séculos XVIII e XIX poderiam
selecionar bactérias menos seletivas, ja que o0 acesso a hospedeiros
susceptiveis ndo era um fator limitante. Este cenario poderia explicar porque
linhagens modernas parecem ser mais virulentas e estdo associadas a um
periodo de laténcia mais curto do que as linhagens ancestrais. Portanto, estas
linhagens tiveram maior sucesso evolucionario em termos de propagacao
geografica do que as linhagens ancestrais. Provavelmente por se adaptarem
melhor ao aumento da disponibilidade de hospedeiros susceptiveis, que ocorreu
em consequéncia do aumento da populacdo humana nos ultimos séculos
(BANULS et al., 2015).

A patogenicidade é multifatorial e requer que os microrganismos supram
suas condicfes basicas de sobrevivéncia. Para que tenham acesso ao tecido do
hospedeiro, os bacilos devem ser capazes de colonizar superficies de mucosas;
entrar nas células; multiplicar no ambiente dos tecidos; resistir ou interferir nos
mecanismos de defesa; e de causar danos no tecido. Caso o microrganismo nao
consiga cumprir algum desses requisitos ele perde sua viruléncia (DAFFE &
ETIENNE, 1999).

A identificagdo de genes de viruléncia de micobactéria tem sido
essencial para melhor entendimento da patogenicidade, viruléncia e persisténcia
da micobactéria. A maioria dos genes de viruléncia identificados até o momento
codifica enzimas de diversas vias lipidicas, proteinas de superficie celular,
reguladores e proteinas de sistemas de transducgéo de sinal (FORRELAND et
al., 2013).

Lipideos micobacterianos da parede celular como o trealose dimicolato
(TDM), a lipoarabinomanana manosilada (Man-LAM) e o fitiocerol
dimicoceroserato (PDIM) tém papel importante no trafico intracelular e no
impedimento da maturagdo do vacuolo por M. tuberculosis (AXELROD et al.,

2008). A capacidade de o bacilo Mtb crescer em cordas, uma fracéo lipidica de



cepas virulentas, conhecido como fator corda, se da ao componente principal da
familia TDM, que se liga a membros da familia das lectinas tipo C, exibe
inUmeras atividades bioldgicas dentre elas toxicidade extrema em camundongos
com inibicdo da respiracdo e da fosforilagdo nas vias de succinato e de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADH), perda do controle respiratorio
entre outros. Outra substancia presente na superficie do bacilo, os
fosfatidilinositol manosideos, séo capazes de inibir a proliferacdo de mondcitos
do sangue periférico induzida por antigenos. A inibicdo da proliferacéo linfocitaria
acarreta em mudanca no padrdo de producédo de citocinas e falha na ativacao
de macréfagos (DAFFE & ETIENNE, 1999).

A expresséo de PDIM pelo bacilo limita o reconhecimento do Mtb pelas
células da imunidade inata, reduzindo o recrutamento de macrofagos ativados
por receptores do tipo Toll (TLR) e mascarando padrées moleculares associados
ao patégeno (PAMPs). Estes efeitos restringem a ativacdo de macréfagos e
fornece um nicho para replicacao intracelular da bactéria (ORME, ROBINSON &
COOPER, 2015).

Além disso, outros lipideos micobacterianos modificam a sinalizacao
celular do hospedeiro, afetam a secre¢do de citocinas necessarias para protecao
contra o microrganismo, participam do processo de inflamacdo durante a
infeccdo tuberculosa, ou sdo reconhecidos como antigenos pelo sistema
imunoldgico adaptativo (DAFFE & ETIENNE, 1999).

A secrecédo de proteinas é um importante mecanismo para interagdo com
células do hospedeiro exportando toxinas e proteinas sinalizadoras que
permitem que as bactérias causem patologia. O sistema de secre¢do ESX,
também chamado de sistema de secrecao tipo sete (T7SS) € composto por cinco
membros. Os membros ESX-1 e ESX-5 estdo envolvidos na viruléncia da
micobactéria por afetarem a migracdo de micobactérias patogénicas entre as
células (ABDALLAH et al., 2007).

O sistema ESX-1 é responséavel pela producdo de duas proteinas
relevantes associadas a viruléncia no CMTB, elas sdo a ESAT-6 (alvo antigénico
secretor inicial de 6kDa) e a CFP-10 (proteina de filtrado da cultura de 10kDa),
também chamadas de ESXA e ESXB, respectivamente. Os genes responsaveis
pela expressdo dessas proteinas estdo no segmento RD-1 e esti ausente em

M. marinum e na vacina do Bacillus Calmette-Guérin (BCG) (PYM et al., 2003).



Os antigenos ESAT-6 e CFP-10 sdo necessarios para que Mtb escape do
compartimento fagossomal de células fagocitarias. A liberagdo de ESAT-6 no
citoplasma celular também esta relacionada ao acesso ao complexo principal de
histocompatibilidade de classe-l (MHC-I) que comporta o proteassoma. Estes
eventos explicam o recrutamento e a ativacao de linfocitos TCD8 para o pulmao
de camundongos infectados por Mtb (VAN DER WEL et al., 2007).

A atividade do ESX-1 é regulada apds a transcricdo pela serino protease
MycP1. Na auséncia desta proteina a viruléncia da cepa é atenuada em modelos
animais de infeccéo cronica. Ela faz o ajuste fino da secrecédo da ESAT-6 e da
CFP-10, ponderando a viruléncia e as propriedades imunogénicas dessas
proteinas, mantendo a infeccéo a longo prazo (OHOL et al., 2010).

O sistema de regulacdo de viruléncia PhoPR controla importantes
fatores de viruléncia do CMTB como ESAT-6 e outros. O ancestral comum de M.
africanum L6 e de linhagens adaptadas a animais possui trés mutacdes que
afetam os genes PhoPR. Ao transferir estas mutacdes para Mtb adaptado a
humanos, as cepas de referéncia CG1237 (linhagem 2) e H37Rv (linhagem 4)
diminuem a secrecao do antigeno ESAT-6 (GONZALO-ASENSIO et al., 2014).

1.5- Desenvolvimento de Mycobacterium tuberculosis resistente a

medicamentos

Diferengas genomicas entre as linhagens de CMTB impactam em suas
capacidades de causar doenca ou de desenvolver resisténcia a medicamentos.
Cepas de linhagens modernas além de estarem associadas a maior quantidade
de casos de doencas do que as linhagens ancestrais, também apresentam maior
resisténcia a medicamentos, provavelmente por causa do acumulo de mutacdes

espontaneas durante a replicacdo (MCGRATH et al., 2014).

Em Mtb a resisténcia a medicamentos codificada geneticamente surge
exclusivamente através de muta¢des cromossomais, sendo que a maioria delas
sdo polimorfismos de um unico nucleotideo. Em geral, mutacbes acontecem
espontaneamente devido a erros durante a replicagdao do DNA (ANDERSSON &
HUGHES, 2011).

A concentracdo do medicamento € um fator determinante para mutacdes

associadas a resisténcia durante o tratamento. As mutacdes se desenvolvem
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guando a concentracdo do medicamento ndo é ideal, pois elas acarretam um
custo ao metabolismo de bactérias ao visarem genes codificadores de funcées
biologicas essenciais, geralmente acarretando em uma redugéo do crescimento
bacteriano, da sobrevivéncia e da viruléncia (AL-SAEEDI & AL-HAJOJ, 2017).

A evolugdo compensatoria ocorre quando cepas de Mtb sofrem
mutacBes sem custo ou de baixo custo com altas taxas de resisténcia. Este
mecanismo permite que a cepa adquira uma mutacdo secundaria que minimiza
o efeito deletério da mutacéo original, assim ha um aumento no metabolismo
sem perda do fenotipo resistente (ANDERSSON & HUGHES, 2010). Um
exemplo de mutacéo secundéria ocorre na RNA polimerase de cepas resistentes
a rifampicina, no qual o efeito deletério € compensado por mutacdes no gene
RpoB (codifica a subunidade  da RNA polimerase na bactéria) na auséncia da
rifampicina (COMAS et al., 2013).

7

Outro fator mutagénico é o estresse oxidativo. Macréfagos séao
responsaveis pela producéo de espécies reativas de oxigénio e de intermediarios
reativos de nitrogénio. Estes, por sua vez, interagem com nucleotideos
resultando em modificacdes quimicas que levam a perda do emparelhamento e
ao dano no acido desoxirribonucleico (DNA). O dano no DNA acarreta em
aumento a propensao de erros na regulacdo do sistema de reparo do DNA
(MCGRATH et al., 2014).

Varios mecanismos sdo observados quando se fala em resisténcia a
diferentes medicamentos por Mtb. Alguns estdo relacionados a
impermeabilidade da parede ou da membrana celular de Mtb (genes essenciais
para atividades enzimaticas e componentes celulares que aumentam o0s niveis
de resisténcia ao diminuir a permeabilidade celular) (AL-SAEEDI & AL-HAJOJ,
2017). Outros a acéo do efluxo da bomba (depende da sua expressao basal e
pela expressdo do gene induzido pelo medicamento ou resultado da super

expressao adquirida pelas mutacdes) (LI et al., 2015).

Cepas Beijing tem sido associadas com o aparecimento de resisténcia a
medicamentos. Este potencial pode ser atribuido a fatores além da taxa de

mutac&o, como pelo melhor desenvolvimento de sistemas de efluxo, a maior taxa
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de replicacdo ou pelo aumento da habilidade para se adaptarem ao custo do

metabolismo que leva a resisténcia (MCGRATH et al., 2014).

Todos esses mecanismos citados levam a resisténcia a medicamentos
e permitem que micobactéria module seu metabolismo aumentando sua
transmissibilidade e estabilizando seu fendtipo de resisténcia dentro da sua
populagédo (AL-SAEEDI & AL-HAJOJ, 2017).

1.6- Historico da doenca

Acreditava-se que a tuberculose (TB) humana tivesse originado a partir
de animais, porém analises filogenéticas mais recentes do CMTB tém sugerido
gue as cepas adaptadas a induzirem tuberculose em animais divergiram das
principais cepas humanas antes da Transi¢cao Neolitica Demografica (periodo no
qual se deu inicio a domesticacdo de animais favorecendo a ocorréncia de
transferéncias zoonéticas de novos patdgenos para humanos). Foi proposto que
bactérias do CMTB que infectam humanos originou na Africa ha milhares de
anos, e as migracdes de individuos para fora da Africa juntamente ao aumento
da densidade populacional durante o periodo Neolitico podem ter dado inicio da
expansdo do CMTB (BANULS et al., 2015). Assim, especula-se que o periodo
Neolitico tenha contribuido para o sucesso do CMTB, porém ndo devido a
transferéncia zoondtica, mas sim por uma combinacdo do aumento do tamanho

da populacéo e da densidade de hospedeiros (COMAS et al., 2013).

Apbs a descoberta de um féssil de Homo erectus de 500 000 anos de
idade na Turquia com lesGes nos 0ssos tipicas de infeccdo por TB, Roberts et
al. (2009) propos que a TB pode ter antecedido a era moderna dos humanos.
Este estudo sugere que a Mtb pode néo ter originado de animais, como afirma a

hipétese mais divulgada, mas sim de humanos.

O gue podemos constatar é que houve uma longa co-evolugdo do CMTB
com humanos que influenciou a biologia e a epidemiologia da TB humana, assim
como ocorreu em muitas outras doencas infecciosas. Geralmente o que é
observado é que a TB apresenta caracteristicas de uma doenca que afeta locais

com de alta densidade populacional e também de doenca que acomete locais de
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baixa densidade populacional. Isso porque a transmissao por via aérea é uma
caracteristica de doenca transmitida em areas com maior concentracdo
populacional. Porém, sua capacidade de permanecer em estado latente no
individuo por varias décadas ¢€ tipica de doenca transmitida em regibes com
baixa densidade populacional. Esta caracteristica resultaria de uma coadaptacéo
da interagcdo hospedeiro-patbgeno que permitiu a sobrevivéncia do CMTB
durante um longo periodo quando a transmissdo entre individuos era rara e
esporadica. Esta dualidade € uma demonstracdo da sua adaptacdo a historia
demografica dos homens (GAGNEUX, 2012).

1.7- Dados relevantes

Desde 2007 a TB tem sido a maior causa de morte entre agentes
infecciosos, em posicdo acima do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS) em 2018 a estimativa
de incidéncia foi 10 milhdes de novos casos em todo o mundo. Sendo que 44%
do total da incidéncia ocorreram no Sudeste da Asia. Nas Américas somente
foram relatados 2,9% do total, dos quais 33% dos novos casos foram
contabilizados no Brasil. Entre os anos de 2000 e 2016 houve uma reducao

global em torno de 1,4%.
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Figura 4: Incidéncia anual de casos de tuberculose em relacdo ao tamanho da populacdo (taxa

de incidéncia) variou amplamente entre paises em 2018, de menos de 10 por 100 000 habitantes
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na maioria dos paises de alta renda para 150-300 na maioria dos 30 paises de alta carga de TB.
OMS, 2018

Dados do Plano Nacional de Tuberculose de 2018 afirmam que o Brasil
ocupa a 202 posicdo mundial quanto a carga da doenca e a 192 posi¢cdo no que
se refere a coinfeccdo TB-HIV no ano de 2015. No ano de 2018 foram
diagnosticados 72.788 novos casos, com um coeficiente de incidéncia de 34,8 a
cada 100 mil habitantes. Embora, de 2009 a 2018, tenha sido observada uma
queda na média anual de 1%, o coeficiente de incidéncia aumentou nos anos de
2017 e 2018 em relagéo aos anos de 2014 e 2016. Nota-se que, apesar da queda
observada dos coeficientes de incidéncia e mortalidade o pais possui elevada
variabilidade entre os estados quanto a esses indicadores. Isso implica na

necessidade de buscar estratégias especificas para cada local.

A OMS preconiza que para o controle da doenca a meta de cura seja
igual ou superior a 85% e a de abandono seja menor do que 5%. Apesar dos
percentuais apresentarem melhoria na série histérica (75,1% de cura e 11,3%
de abandono em 2014), o pais ainda possui encerramentos aquém dos valores
definidos pela OMS.

1.8 — Patologiada TB

A transmissao ocorre por via aérea, quando um paciente acometido por
TB expele o bacilo por tosse e um individuo inala este bacilo presente no
aerossol. O resultado das infeccbes por micobactérias é dependente da
interacdo entre a bactéria e as respostas imunoldgicas inata e adquirida do
hospedeiro. Durante a infeccdo por Mth, essas interagbes podem conduzir ao
controle do patdgeno, ao estabelecimento da infeccéo latente ou a progressao

da doenca (CASANOVA & ABEL, 2002).

A doenca causada por Mtb é predominantemente pulmonar, a TB
pulmonar representa 70% dos casos da doenca, apesar de o bacilo ser capaz
de disseminar para outros 0rgaos, incluindo vasos linfaticos, 0ssos, e meninges,
levando ao desenvolvimento de tuberculose extrapulmonar (CCDC, 2007).
Classicamente, a patogénese da TB pode ser dividida em dois estagios. Apés a

infeccdo inicial com Mtb, alguns individuos progridem rapidamente com a forma
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ativa da doenca, geralmente referida como TB primaria, que acomete
principalmente criangas e alguns adultos. Em outros casos, h& contencédo da
infeccdo inicial e consequentemente presume-se como infeccdo latente,
entretanto a doenca ativa pode se apresentar apds um intervalo de muitos anos
da exposicao. Individuos com infeccédo latente tem um risco de 5 a 10% de
desenvolver TB ativa durante a vida, o termo para esta situagéo € reativagdo ou
TB poés-primaria (O'GARRA et al., 2013).

A laténcia acomete um grupo heterogéneo de individuos, ha aqueles que
tem a doenca subclinica; aqueles que irdo progredir para a doenca primaria ativa;
aqueles que mantem a infeccéo persistente por periodo vitalicio; aqueles que
suprimem a infeccdo temporariamente, mas depois sucumbem e desenvolvem
a doenca ativa, possivelmente por resultado de uma imunossupressao; ou
finalmente aqueles que conseguem eliminar o patdégeno através da resposta
imunoldgica inata ou adaptativa (O'GARRA et al., 2013).

1.8.1- Respostaimunoldgica inata

As primeiras barreiras de defesa contra o Mtb apds a inalacdo do
aerossol com o bacilo sdo formadas pelas células epiteliais das vias aéreas, que
formam uma barreira que evita a invasao; a lamina propria, constituida de tecido
conectivo e células do sistema imunoldgico; e o liquido da superficie aérea,
composto por muco, imunoglobulina A (IgA) e peptideos antimicrobianos. Essas
células epiteliais reconhecem PAMPs presentes na superficie do bacilo e
constitutivamente expressam receptores de reconhecimento padrao (PRR) como
receptores do tipo Toll, receptores de lecitina tipo-C, dectina-1, proteina 2 do
dominio de oligomerizacdo de ligacdo a nucleotideos (NOD2), molécula n&o
integrina especifica de células dendriticas que capta a molécula de adesao
intercelular 3 (DC-SIGN) e receptores de manose (LI et al., 2012) (Figura 5).
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Fig 5: Resposta imunolégica durante a infeccdo por M. tuberculosis. Apés a infeccdo pelo
aerossol com Mtb, macréfagos alveolares (1a), neutréfilos (1b), e células dendriticas (1¢) podem
ser infectadas levando a producdo e secrecdo de peptideos antimicrobianos, citocinas e de
quimiocinas. O balan¢co de mediadores lipidicos, como prostaglandina E2 (pré apoptética) ou de
lipoxina A4 (pr6 necrotica), dentro de macréfagos infectados regulam vias que levam a indugéo
tanto da apoptose como da necrose. Células apoptoéticas infectadas podem ser fagocitadas por
células dendriticas residentes pulmonares ou sofrerem eferocitose por macréfagos pulmonares
nao infectados (1c). Células dendriticas infectadas por Mth migram para o linfonodo local 8-12
dias apos a infeccao por influéncia de 1L-12(p40)2 e IL-12p70 e das quimiocinas CCL19 e CCL21
(2), para estimular linfocitos T naive para diferenciacdo no fenétipo Thl (3). Estes linfécitos
migram de volta aos pulmd@es pelo gradiente quimioatrativo dependente de quimiocinas 14-17
dias apds a exposicaol/infeccdo inicial (4) e produzem IFN-y, levando a ativacdo de macréfagos,
producéo de citocinas e a indugéo de fatores microbicidas incluindo o INOS (5). Traduzido de
O’Garra et al., 2013.

As células epiteliais das vias aéreas ainda apresentam o antigeno para
linfécitos T invariantes associados a mucosa (MAIT) estimulando-os a secretar
interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e granzimas,

contribuindo para a remocao de Mtb. Linfécitos MAIT fornecem o IFN-y inicial

para ativacdo de macréfagos (GOLD et al., 2010).
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Os receptores dos macrofagos alveolares que mediam a entrada do
bacilo na célula sdo os receptores de varredura, receptores do complemento e
receptores de manose. Uma vez internalizada, a bactéria é envolvida por
fagossomos, que maturam em fagolisossomos acidos e hidroliticos. Este
processo leva a morte e degradacao da bactéria por compostos microbicidas e
hidroliticos (AXELROD et al., 2008).

A infeccéo de macréfagos por Mtb inibe a morte por apoptose e promove
a morte necrética estimulando a producéo de lipoxinas, como a lipoxina A4
(LXA4), que inibe a producgdo de prostaglandina E2 (PGE2), que € necessaria
para a protegcdo da membrana interna da mitocondria. Esta é uma atividade
chave para o aumento da sobrevivéncia da bactéria, podendo inclusive afetar a
ativacdo de linfocitos (TORRADO, ROBINSON & COOPER, 2011).

Em individuos com TB ativa a populacdo celular predominantemente
infectada € a de neutréfilos (EUM et al., 2010). Eles fagocitam o bacilo e
secretam efetores antimicrobianos de seus granulos, constituindo importante
mediadores da atividade antimicrobiana e da imunopatologia na TB humana.
Isso porque moléculas como a elastase, a colagenase e a mieloperoxidase,
durante a explosdo respiratoria, danificam indiscriminadamente células do
hospedeiro e bacterianas. ApoOs estimulacdo por Mtb, os neutréfilos secretam
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias para o recrutamento e a ativagao de

outras células do sistema imunoldgico (SIA et al., 2015).

Apesar de os neutrofilos terem papel protetor imediatamente apés a
exposicdo ao bacilo, eles estéo fortemente associados a perda da contengéo do
Mtb e a progresséo da doenca ativa. Uma das formas pelas quais os neutrofilos
podem interferir na resposta protetora € limitando a interacdo entre fagoécitos
infectados e linfécitos T especificos (ORME, ROBINSON & COOPER, 2015).

Células dendriticas no alvéolo maturam e apresentam antigenos
micobacterianos para linfocitos residentes em linfonodos locais através do MHC
classe | e Il (MARINO et al., 2004). A migracdo de células dendriticas até os
linfonodos € dependente da expressao de interleucina 12p40 (IL-12p40) e do
receptor IL-12RB-1 na populacdo dendritica (ORME, ROBINSON & COOPER,

2015). Celulas dendriticas sao consideradas as indutoras mais eficientes de
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linfocitos T naive, pois elas ndo sO6 fornecem o estimulo com antigenos
especificos, mas também fornecem sinais secundarios e terciarios para

promover o desenvolvimento eficiente de linfocitos T efetores (COOPER, 2009).

1.8.2- Resposta imunoldgica adaptativa

Para que os linfécitos T naive se tornem ativados, eles devem expressar
o receptor de linfécito T (TCR) que reconheca o antigeno micobacteriano no
contexto de MHC/HLA na superficie da célula dendritica. Caso outros sinais co-
estimulatérios sejam apresentados, o linfécito se torna ativado, se expande,
aumenta a regulacdo do grupamento de diferenciacdo 44 (CD44) e reduz a
regulacdo de CD62L (BEHAR et al., 2014). Uma vez iniciada a resposta
adaptativa, linfocitos T devem migrar pela circulacéo até o parénquima pulmonar
e em seguida ao local da infeccdo. A expressao da citocina protetora IFN-y por
linfécitos T CD4 mantem o ambiente pulmonar rico em mondcitos, limita a
sobrevivéncia de neutréfilos e reduz a expresséo de IL-17 e o recrutamento de
neutréfilos agindo em células residentes no pulmdo (ORME, ROBINSON &
COOPER, 2015).

Existem vérios subtipos de linfécitos T CD4 efetores, variando desde
células ativadas que produzem IL-12, até as células produtoras de IFN-y, as
células multifuncionais que expressam IL-12, IFN e TNF, cuja presenca esta
associada a protecdo (DARRAH et al., 2007). Os linfécitos T CD8, também
chamados de linfécitos T citotdxicos (CTL), ajudam no controle de Mtb tanto por
exocitose de perforina para a lise de macrofagos infectados como pela morte
direta dos bacilos. Linfocitos do tipo T helper 17 (Th17) produzem IL-17 e séo
importantes para o recrutamento de células polimorfonucleares e outras. A
resposta Th17 geralmente é inibida por IFN-y, produzido por células Thl (CRUZ
et al., 2010).

A maioria dos linfocitos T efetores, CD4* e CD8* afTCR", entra em
apoptose ap0s a remocao do antigeno, mas um grupo com cerca de 10% deles
sobrevive por anos apés a infeccdo (HARRINGTON et al., 2008). Eles tém a

vantagem de circular através de tecidos ndo-linfoides e de se diferenciarem mais
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rapido em células efetoras com atividade CTL e com producédo de citocinas.
Estas células de vida longa sé&o os linfcitos T de memaria, que expressam altos
niveis de IL7-R (CD127) e de CD44, e aquelas com grande potencial proliferativo
ainda expressam CDG62L e do receptor de quimiocina tipo 7 (CCR7) (KAECH et
al., 2002).

Outra funcdo de linfocitos é seu papel fundamental na formacdo do
granuloma. Citocinas derivadas de linfocitos T, como o TNF e quimiocinas como
CCL3, recrutam macrofagos inflamatorios, neutréfilos e linfécitos B para o
granuloma. Linfocitos T CD4 moldam o microambiente do granuloma, que
podem mudar ao longo do tempo em relagédo ao seu tamanho e a sua atividade
metabdlica — alguns encolhem enquanto outros se expandem (SAUNDERS &
BRITTON, 2007). Depois de formado, o granuloma desenvolve areas centrais
de necrose, chamada de necrose caseosa, resultando na morte da maioria das
bactérias e na destruicdo do tecido circulante. A chegada de linfécitos fornece
uma estrutura mais organizada ao granuloma, que se torna rodeado por linfocitos
e cercado por fibroblastos demarcando sua estrutura periférica. Alguns bacilos,
entretanto, conseguem sobreviver e ficam protegidos da morte no ambiente
caseoso, onde eles resistem em estado de persisténcia e podem ser reativados

para desenvolver a infeccao ativa (GROSSET, 2003).

Um dogma central da patogenia da tuberculose é a necrose caseosa que
leva a destruicdo da matriz extracelular e a transmisséo da bactéria. A cavitacéo
€ uma consequéncia da necrose caseosa e uma caracteristica patologica
importante devido ao risco de transmissdo da infeccdo, recaida apOs o
tratamento e ao surgimento de resisténcia a medicamentos (ORDONEZ, et al.,
2016). Para que cavidades se formem o paréngquima pulmonar tem que ser
totalmente destruido e proteases devem degradar a intricada malha de colageno

fibrilar que sustenta a estrutura pulmonar.

Parte do sucesso de Mtbh como patdgeno estd na sua habilidade de
entrar em uma fase nao replicante ou dormente durante anos dentro das células
do hospedeiro. A persisténcia acontece em cerca de 90% dos individuos que séo
infectados por bactérias do CMTB. Ela pode ser definida como uma infeccao
persistente por CMTB na auséncia de sintomas clinicos (DAFFE & ETIENNE,

1999). A dorméncia do bacilo de Mtb no hospedeiro € atribuida a uma sofisticada
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capacidade de evaséao da resposta imunoldgica que permite que o bacilo persista
indefinidamente. Estratégias adotadas na fase de dorméncia incluem
manifestacdes imunoldgicas (manipulacdo de receptores TLR, de citocinas, e da
funcdo das células imunoldgicas), bioquimicas (desenvolvimento da resisténcia
a intermediarios reativos e a antibioticos), e genéticas (ativacdo de genes
associados a dorméncia) (PEDDIREDDY, DODDAM & AHMED, 2017).

1.9 — Tuberculose extrapulmonar

O estabelecimento da tuberculose extrapulmonar (TBEP) pode
acontecer com ou sem infec¢cdes pulmonares locais e sua manifestagéo tem taxa
de morbidade substancial. Cerca de 15% da TB reativada do estado de laténcia
pode acontecer em O6rgaos extrapulmonares sem que a TB pulmonar esteja ativa.
A taxa de desenvolvimento da TBEP estad entre 10% e 25% nos pacientes
imunocompetentes (YANG & KONG, 2015).

A disseminacdo do bacilo acontece durante a migracdo da bactéria
fagocitada por macréfagos alveolares ou por células dendriticas até os
linfonodos e a corrente sanguinea através do epitélio alveolar. O fenétipo de
disseminacdo de Mtb do local de infeccéo inicial nas células do hospedeiro € um
sinal de falha na contencdo da bactéria pelo granuloma. Entretanto, como os
linfonodos s&o locais criticos para apresentacdo de antigenos por fagécitos
profissionais para linfécitos T, e estimulacdo destes linfécitos T, a disseminacgéo
nos linfonodos regionais ajuda a desenvolver a resposta imunoldgica protetora
mediada por linfécitos T (YANG & KONG, 2015).

Os locais frequentemente afetados pela TBEP sao a pleura, os
linfonodos, os 0ssos e as cartilagens, o sistema nervoso central (meninges), a
laringe, 0 esqueleto (em particular a espinha), o trato geniturinario, os olhos, o
trato gastrintestinal, a glandula adrenal e a pele. Apesar de diferentes estudos
mostrarem variacfes quanto aos locais mais afetados pela doenca, acredita-se
que essas variacdes podem estar relacionadas a fatores sociais ou ambientais
(SUNNETCIOGLU et al., 2015).
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Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da TBEP estdo a
infeccdo pelo HIV, os soropositivos tem risco cinco vezes maior do que
individuos HIV negativos (JONES et al., 1993); a raca/etnia, maior risco na
populacdo afro americana pode estar relacionado a maior exposicdo a TB, ao
menor status socioeconémico e a falta de acesso a cuidados meédicos
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2008); o género,
ainda nao esta claro porque mulheres tentem a apresentar mais casos de TBEP
mas, fatores hormonais, tabagismo e a exposi¢cdo a TB podem ser as causas
(HOLMES et al., 1998); e a idade, foi demonstrado que pessoas de até 25 anos
tem duas vezes mais chance de apresentar TBEP do que pacientes mais velhos
(YANG et al.; 2004).

1.10 — Diagnostico e Tratamento

A apresentacgéo clinica classica da TB ndo € especifica e os sintomas
coincidem com os de outras doengas como pneumonia, cancer de pulméo e
sarcoidose, 0 que acarreta em atraso no diagnadstico feito pelo médico (STORLA,
YIMER & BJUNE, 2008). A combinacédo de sintomas e achados de laboratoriais
podem variar de respostas sistémicas como febre, perda de peso e suores
noturnos a consequéncias locais da infeccdo desde tosse e hemoptise na
doenca pulmonar até anormalidades sistémicas tais como linfadenopatia

toracica e cavidades e densidades pulmonares (BRANDLI, 1998).

A exposicdo ao Mtb pode ser verificada através da reatividade do
hospedeiro a antigenos usando o teste de derivado proteico purificado (PPD), no
qual o paciente € desafiado com uma injecéo intradérmica (REICHMAN, 1979).
O endurecimento resultante na pele, devido a reacdo de hipersensibilidade
tardia, € medido em milimetros. Como o PPD é preparado a partir de um filtrado
da cultura de Mtb, contém mais de 200 antigenos que também estao presentes
na vacina atenuada de BCG e em micobactérias ndo tuberculosas do ambiente
e, portanto, sua especificidade ¢é Ilimitada (RICHELDI, 2006). Como
consequéncia, reacdes falso-positivas podem acontecer tanto em individuos

vacinados (contabilizam mais de 3 bilhGes de pessoas no mundo), e naqueles
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sensibilizados por antigenos comuns através da exposicdo a micobactérias nao
tuberculosas (MNT) ambientais (VAN RHIJN et al., 2009).

Técnicas de imagem podem ser usadas para aferir a extensdo da
doenca e para monitorar o tratamento. A radiografia de térax ajudou muito na
reducéo da prevaléncia de TB na Europa e na América do Norte durante os anos
1950 e 1960, com unidades de radiografia movel usadas para triagem em massa
de comunidades. A introducédo da radiografia digital melhorou a qualidade da
imagem e facilitou o arquivamento e compartilhamento das imagens, caso seja
requerida uma segunda opinido em local de acesso eletronico remoto (JAEGER
et al., 2014). Tecnologias alternativas de imagem como a ressonancia
magnética, a tomografia computacional e a tomografia computacional de
emissdo de positron (PET-CT) podem ser uteis na investigacdo de TB
extrapulmonar (BOMANJI et al., 2015).

Em virtude dessa inespecificidade, novas alternativas tém sido buscadas
para melhor discriminar individuos vacinados e individuos infectados. O ensaio
de liberacéo de IFN-y avalia a reatividade dos antigenos ESAT-6 e CFP-10, que
nao estao presentes na BCG e nem na maioria da MNT, em termos de producao
de IFN-y por células do sangue. A liberacéo de IFN-y é medida através do ensaio
de imunoadsorcédo enzimética (apos incubacdo do sangue total) ou pela técnica
immunospot (requer isolamento de células periféricas mononucleares do
sangue) (O’'GARRA, 2013).

Na TB pulmonar a indicacdo da presenca de micobactéria é feita no
escarro detectado por exame de microscopia (denominado teste de positividade
do esfregaco). Ele possui sensitividade variavel entre 32% e 97%, dependendo
da técnica utilizada, além de nao distinguir entre micobactéria tuberculosa e néo
tuberculosa (STEINGART et al., 2006). O diagnéstico, porém, requer o
isolamento e a confirmacao de Mtb na cultura, que requer até 6 semanas. A OMS
aprovou a utilizagao do Xpert Mtb/RIF baseado no teste molecular de Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificar o DNA de Mtb em espécies
clinicas e detectar resisténcia a rifampicina, o teste fornece resultado dentro de
poucas horas (BOEHME et al., 2010).
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Para os pacientes com TB em que a cultura do escarro néo seja possivel
(entre 30% a 50% dos casos) ou naqueles com a doenca na forma
extrapulmonar, s&do requeridos exames mais invasivos para coleta de amostra,
como broncoscopia e biopsia (SCHOCH et al., 2007). Para a coleta da amostra
com suspeita de TB extrapulmonar o local vai depender de onde se suspeita que
haja a doenca. Tentativas de desenvolver testes baseados no sangue, urina e
da exalacao tiveram sucesso limitado, pois eles carecem de sensibilidade e de
especificidade (STEINGART et al., 2011).

O tratamento da doenca demanda a utilizagdo de varios medicamentos,
usados para prevenir a selecao de bacilos mutantes resistentes a medicamentos
dentro daquela populacéo bacteriana. O periodo de tratamento € de no minimo
6 meses, dividido em uma fase inicial mais intensa com o objetivo de matar o
bacilo que se replica ativamente, seguido por uma fase de continuagéo que visa
garantir a eliminagdo dos bacilos persistentes (FOX, ELLARD & MITCHISON,
1999). O tratamento inclui os medicamentos de primeira linha: isoniazida,
rifampicina, etambutol e pirazinamida. O Gnico marcador aceito para identificar
se o tratamento estd sendo efetivo € a conversdo da cultura do escarro para
negativo apos 2 meses de tratamento. Contudo, radiografias do pulméo séo

comumente usadas para avaliar a resposta ao tratamento (MITCHISON, 1993).

Sem tratamento a taxa de mortalidade por TB ¢é alta. Estudos de histéria
natural da doengca mostram que na auséncia de tratamento com medicamentos
anti-TB (avaliados antes do tratamento estar disponivel) 70% dos individuos com
exame de microscopia positivo para TB pulmonar morreram em 10 anos apos o
diagndstico (OMS, 2018).

Caso o monitoramento do tratamento néo seja efetivo a consequéncia
pode ser o desenvolvimento e o crescimento de tuberculose multirresistente
(MDR-TB) e de extensivamente resistente a medicamentos (XDR-TB), que séo
atribuidas principalmente a ndo adesdo ao tratamento ou ao tratamento néo
apropriado. Este risco tem impacto negativo no controle mundial de TB e
prejudica o monitoramento da eficicia do tratamento de novos medicamentos
mal utilizados (O'GARRA et al., 2013). Na MDR-TB 0 paciente é resistente a
rifampicina e a isoniazida, dois dos medicamentos mais eficazes contra a TB, o

tratamento requer medicamentos de segunda linha (como as fluoroquinolonas).
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Nos casos de XDR-TB o tratamento também requer antibioticos de segunda
linha, pois além da resisténcia a pelo menos um medicamento das duas classes
mais importantes utilizadas no tratamento da TB, sdo também resistentes a
quaisquer fluoroquinolonas e a pelo menos um dos agentes injetaveis de
segunda linha (amicacina, capreomicina ou canamicina). As taxas de sucesso
do tratamento séo de 83% nos casos de pacientes acometidos por TB, 78% nos
pacientes de TB associado ao HIV, 54% em pacientes MDR-TB e de 30% nos
XDR-TB (OMS, 2017)

A vacina BCG, desenvolvida ha quase 100 anos, previne casos severos
de TB infantil, porém ela n&o é efetiva na prevencao da doenca em adultos, tanto
antes como ap0s a exposicdo a infeccdo com TB. Por conferir protecdo na
infancia, acredita-se que seja uma boa estratégia fazer um reforco em
adolescentes ou em jovens adultos que poderia prevenir a progressao da forma
pulmonar da TB. Existem 12 vacinas anti-TB nas fases |, Il ou Ill de teste clinico
(OMS, 2017). Como grande parte da populacdo em paises com endemia de TB
ja apresenta a infeccéo latente, o candidato a vacina que provavelmente tera
maior impacto na transmissao deveria ser aquele que atue antes e durante a
infeccao latente por tuberculose (KAUFMANN, EVANS & HANEKOM, 2015).

1.11 — Mecanismos de evasédo da resposta imunoldgica

Macrofagos alveolares contém diversos mecanismos antimicrobianos,
porém a bactéria Mtb tem a capacidade de evadir e/ou tolerar alguns destes
mecanismos, e o resultado dependera da capacidade intrinseca microbicida do
hospedeiro e de fatores de viruléncia do bacilo fagocitado (GOLDBERG, SAINI
& PORCELLI, 2013).

O destino da micobactéria intracelular pode ser influenciado pela
autofagia, processo no qual os componentes do citoplasma, incluindo organelas
e patdgenos intracelulares, sdo sequestrados no autofagossoma e levados ao
lisossomo para degradagéo (COLOMBO, GUTIERREZ & ROMANO, 2006). Mtb
consegue evadir da autofagia inibindo a fusdo de autofagossomas com
lisossomos atraveés da secrecdo de proteinas do EXS-1 (ROMAGNOLI et al.,
2012).
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A persisténcia intracelular da micobactéria patogénica se da pela sua
capacidade de explorar o trafico vesicular e de modificar as func¢des celulares do
hospedeiro. Dessa forma, ap0s a fagocitose, Mtb pode bloquear a acidificacdo
do fagossoma, assim como a aquisicdo de enzimas hidroliticas e de peptideos
antimicrobianos. A retencédo de marcadores endossomais iniciais, como o Rab5
guanosinatrifosfatase (GTPase), a transferrina e seu receptor, e a néo
acidificacao abaixo de pH 6.2 devido a exclusdo da bomba vacuolar de prétons
adenosinatrifostase (ATPase) indicam impedimento na fase inicial do processo

de maturacéo do conteudo endossomal-lisossomal (RUSSEL, 2005).

A cépsula da micobactéria patogénica, compartimento mais externo do
envelope celular que consiste de uma mistura de polissacarideos, proteinas e
lipideos, participa da resisténcia passiva do bacilo as defesas do hospedeiro.
Dominios ricos em lipideos associados ao acido micdlico, compostos por
substancias inerentemente resistentes a degradacdo por enzimas do
hospedeiro, ou devido a sua impermeabilidade, limitam o acesso de agentes do
hospedeiro as estruturas que de outra forma seriam susceptiveis (DAFFE &
ETIENNE, 1999). Os fatores de viruléncia envolvidos no bloqueio da maturacao
fagossomal sédo a LAM e a tirosina fosfatase secretada (PtpA) (WONG &
JACOBS, 2011). Existem duas hipoteses de mecanismos possivelmente
relacionados a inibicdo da fusdo fagolisossomal. Uma delas consiste em uma
influéncia ativa da bactéria nas células, inclusive na exclusao da préton ATPase
do fagossoma no estagio inicial endossomal. A outra propde um defeito na
maturacdo do fagossoma: micobactérias viaveis constituem de partes nao
digeriveis com caracteristicas de superficie e de um tamanho que fecham a
posicdo da membrana do fagossoma e, consequentemente, impedem a
formacéao do tubulo da membrana requerido para o trafico vesicular e maturacao
(AXELROD et al., 2008).

Para escapar do reconhecimento de receptores da resposta inata,
bactérias patogénicas fazem a encapsulacéo, cobrindo a superficie da bactéria
com proteinas do hospedeiro; variam as estruturas moleculares da parede
celular, etc. desta forma elas conseguem sobreviver e se multiplicar dentro de
fagdcitos apos o engolfamento (TISCHLER & MCKINNEY, 2011). Para reduzir

as respostas inflamatorias, patdgenos inibem a producdo de citocinas pro-
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inflamatorias e secretam suas proprias proteases para degradar componentes
do complemento, interleucinas, interferons, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos (GARIB & RIZOPULU, 2012).

Quando se trata da inibicdo da atividade de células dendriticas, o bacilo
de Mtb estimula ativagdes simultaneas de TLR e a inibig&do do receptor DC-SIGN,
resultando na producdo de grande quantidade de IL-10 por estas células. A
ligacdo de ManLAM a célula dendritica inicia uma complexa cascata de
sinalizacdo que ativa Rafl serina/treonina quinase, que por sua vez, induz a
fosforilagédo da subunidade p65 do fator de transcrigéo nuclear kappa B (NF-«B).
No nucleo da célula o NF-kB promove a regulagéo positiva de longa duracéo da
transcricdo de IL-10. Esta interleucina tem atividade anti-inflamatodria, e esta
envolvida na inibicdo da sintese de citocinas pré-inflamatdrias (ZHANG et al.,
2010).

1.12 — Matriz Extracelular

Nos tecidos, as células aderem fortemente umas as outras e a matriz em
sua volta, de modo a preservar a integridade tissular e a arquitetura dimensional.
Essas interacdes celulares fortificam a percepcéo de topografia extracelular e a
adaptacdes a mudancas no ambiente. Manter a arquitetura normal tissular &
primordial para a funcao apropriada do tecido e fisiologia, e ainda para outras
funcbes celulares importantes que também estdo ligadas a adesédo celular
incluindo a proliferacdo, a motilidade, a migracéo e a apoptose (BROOKS et al.,
2010).

A matriz extracelular (MEC) é um material conectivo secretado por
células que suporta um aglomerado de proteinas especializadas de familias
fibrosas, incluindo fibronectinas, lamininas, colagenos, proteoglicanos e
tenacinas. Elas ndo sao simples fornecedoras de barreira estrutural para os
tecidos, orgaos e células, mas também participam ativamente de mecanismos
celulares importantes como a proliferagdo ou repressao do ciclo celular,
motilidade ou imobilidade, sobrevivéncia ou apoptose (KADLER, HILL & CANTY-
LAIRD, 2008). Em condic¢des fisiologicas, interagbes ausentes ou deficientes

entre a matriz e as células estimula a morte celular do tipo anoikis, uma apoptose
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induzida por perda de adeséo. Interacdes de adesédo entre as células, sua MEC
e 0 microambiente sdo bidirecionais, uma troca de informacdes é realizada por
receptores e ligantes seguido pelo recrutamento de proteinas do citoesqueleto,
ativacdo de cromatina nuclear e finalmente resultando na alteracdo da expressao

genética que por sua vez influencia o microambiente (NELSON & BISSEL, 2006).

A MEC também pode ser considerada um reservatorio de fatores de
crescimento inativos e de outras moléculas bioativas ocultas que séo liberadas
apos a degradacao da matriz. Quando os fatores de crescimento séo liberados
da matriz eles iniciam a sinalizagdo para seus receptores. Fatores de
crescimento sdo componentes essenciais da MEC e tem papel na contribuicéo
da homeostase do tecido. Proteinas da MEC também possuem dominios tipo
fatores de crescimento, que apos a degradacédo proteolitica se tornam sollveis
podendo se ligar a seus receptores cognatos induzindo sua ativacéo. Além disso,
a MEC contém fragmentos gerados da clivagem de coladgenos que agem com
inibidores angiogénicos (GARAMSZEGI et al., 2010).

Fibrilas de colageno, especificamente os colagenos tipo I, lll e IV, s&o os
componentes majoritarios na estrutura do pulmao. As fibrilas de colageno tipo |
e lll sdo altamente resistentes as atividades enzimaticas e podem ser
degradadas apenas por proteases especificas. O processo de clivagem do
colageno deve envolver enzimas hidroliticas, como proteases, nucleases e
lipases. A infeccdo por Mtb estimula o recrutamento de leucdécitos e a ativacao
de redes intercelulares, que resultam em danos, como a destruicdo tissular e a
cavitacdo. Varias vias regulatorias sdo ativadas durante este processo, tendo
como efetores finais as enzimas hidroliticas e, em particular, as
metaloproteinases de matriz (ONG, ELKINGTON & FRIEDLAND, 2014).

1.13 — Metaloproteinases de matriz

O grupo de metaloproteinases inclui, dentre outras, as
metaloproteinases de matriz (MMPs), as astacinas (que engloba as meprinas),
e as adamalisinas (onde estdo as ADAMs e as ADAMs com motivo
trombospondina - ADAMTSS). Elas sao endopeptidases e sua funcgéo principal e

o remodelamento tissular por degradacdo proteolitica seletiva. Elas
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compreendem 25 membros da familia de proteases que dependem de zinco, das
quais 24 estdo presentes nos genes de humanos. Além disso, 22 genes de
ADAMs (dos quais 12 codificam proteinas com atividade proteolitica) foram
identificados em humanos. Elas compartilham dominios estruturais, mas diferem
na especificidade, nas fontes celulares e na regulacdo. MMPs sao subdivididas
com base na especificidade aos seus substratos como colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisina e elastase (KHOKHA, MURTHY & WEISS, 2013).
Também podem ser classificadas quanto a sua localizacdo celular em
secretadas ou ancoradas na superficie celular, na dltima a atividade catalitica é

limitada ao ambiente pericelular imediato. (SOSLAU et al., 2014).

MMPs consistem tipicamente de 4 dominios. O dominio pré-peptideo
tem aproximadamente 80 aminoacidos de comprimento e com motivo de desvio
cisteina. Depois o dominio catalitico tem aproximadamente 170 amino&cidos de
comprimento. Esta regido contém 2 ions zinco (um catalitico e um estrutural) que
coordenado ao motivo de ligacao ao zinco HEXXHXXGXXH. O dominio catalitico
também inclui uma estrutura de 8 residuos, apds o ion catalitico, que o estabiliza.
O residuo cisteina no dominio pré-peptideo interage com o ion zinco catalitico,
que previne sua associa¢cdo com a molécula de agua, e assim inativa a MMP até
qgue o dominio pré-peptideo seja removido. A terceira subunidade da MMP € a
regido ligante de comprimento variavel. Por ultimo estd o dominio hemopexina
de aproximadamente 200 aminoacidos de comprimento. Esta regido forma uma
estrutura de lamina da hélice e, dentre outras funcdes, confere a especificidade
do substrato a MMP. Alguns membros da familia das MMPs possuem pequenas
diferencas na organizacao de suas subunidades; por exemplo, a MMP-2 e a
MMP-9 contém 3 repeticbes do motivo tipo fibronectina que se liga a gelatina. A
MMP-23 tem uma regiéo Unica rica em cisteina e um dominio tipo imunoglobulina
no lugar do dominio de hemopexina. MMPs tipo membrana (MT-MMPs) contém
um dominio transmembrana ou uma ancora glicosilfosfatidilnositol (KHOKHA,
MURPHY & WEISS, 2013) (Figura 6).
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Figura 6: Diferenca estrutural entre os subgrupos de metaloproteinases de matriz. Traduzido de
KHOKHA, MURTHY & WEISS, 2013

As metaloproteinases e desintegrinas (ADAMs) fazem parte da
subfamilia adamalisina. A organizacdo das subunidades das ADAMs & muito
similar a das MT-MMPs com poucas diferencas especificas: no lugar do dominio
de hemopexina, a ADAM contém uma regido rica em cisteina, uma série de
repeticdes tipo fator de crescimento epidermal (EGF) e um dominio desintegrina.
Esses dominios adicionais conferem a habilidade de interagir com substratos
nas células vizinhas (KHOKHA, MURTHY & WEISS, 2013).

A atividade catalitica de MMPs é regulada por quatro pontos principais:
expressdo genética, compartimentalizacdo (como no ambiente pericelular
imediato), ativacdo da pro-enzima (ou zimogénio) e inativacdo da enzima. A
atividade da MMP também é controlada pela disponibilidade do substrato e
afinidade. As proteases agem clivando pequenos fragmentos de citocinas,
guimiocinas e de fatores de crescimento com a finalidade de alterar seus estados

bioativos e seus locais de entrega. Apés a clivagem do receptor pela MMP, a
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protedlise pela y-secretase intramembrana (membro das ADAMSs) pode liberar o
dominio intracelular para translocagcédo ao nucleo de forma a alterar o promotor
génico. A atividade de MMPs proporciona uma regulacao pés-translacional Gnica
para transmissdo de sinais cruciais. Dentre os estimulos externos que induzem
a transcricdo de MMPs estdo ésteres forbol, sinais dirigidos por integrinas,
componentes da MEC, fatores de crescimento, citocinas e PAMPS (CLARK et
al., 2008).

1.14 — Inibidores e Indutores de metaloproteinase de matriz

Sabendo do seu potencial com efeitos na estrutura e bioquimica em
larga escala no microambiente, MMPs necessitam de regulacdo fina para
homeostase tissular (CHERNOV & STROGIN, 2011). Quando estéo livres no
plasma, as MMPs sdo capturadas e inibidas pela protease inibidora oo-
macroglobulina secretada pelo figado, enquanto que as MMPs extracelulares ou
tissulares sdo reguladas pelos inibidores tissulares de metaloproteinases
(TIMPs), que se ligam de forma ndo covalente 1:1 para inativa-las. Existem
quatro membros de TIMPs, o TIMP-1, -2, -3 e -4. Eles também tém papel no
desenvolvimento de fibrose, que é uma caracteristica da cura da infec¢do por TB
(NAGASE, VISSE & MURPHY, 2006).

Cada um dos dominios N- e C- terminal contém seis residuos de cisteina
que formam trés lagos dissulfeto. A regido N-terminal se liga ao dominio catalitico
da MMP e assim inibe a sua atividade, enquanto a regido C-terminal interage
com a pro-forma de MMP-2 e de MMP-9 no dominio hemopexina C-terminal para
estabilizar o complexo inibidor da pré-enzima. TIMP-2 € o Unico membro da
familia que interage especificamente com a superficie celular tanto de MT1-MMP
como de pro-MMP facilitando a ativacdo de pr6-MMP-2. Assim, o TIMP-2 é o
anico que funciona como inibidor e como ativador de MMP (HERNANDES-
BARRANTES et al., 2000).

Todas as MMPs podem ser inibidas por TIMPs, entretanto, ndo com a
mesma eficacia. TIMP-1 inibe preferencialmente a MMP-7, a MMP-9, a MMP-1
e a MMP-3, ja o TIMP-2 € mais efetivo como inibidor de MMP-2. TIMP-3 pode
inibira MMP-2 e a MMP-9, e também a maioria das ADAMSs, e finalmente o TIMP-
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4 inibe a MT1-MMP e a atividade catalitica da MMP-2. A funcado dos TIMPs é,
portanto, regular a atividade proteolitica e todas as atividades mediadas pelas
MMPs. Novas atividades bioldgicas de TIMPs tém sido relatadas atribuindo
especificamente a configuragdo genética e proteica em vez de uma
consequéncia de sua atividade inibitéria de protease. Apesar de serem
secretados como proteinas extracelulares, uma série de relatos identificou
receptores celulares de TIMPs, sugerindo que essas moléculas modulam o
comportamento celular de fora para dentro da célula (BOURBOULIA &
STETLER-STEVENSON, 2010). O envolvimento de TIMPs em vérias atividades
biologicas tem sido relatado, incluindo na diferenciagdo celular, crescimento,
migracdo, invasdo, angiogénese e apoptose, e esses efeitos celulares sao
mediados independentemente da atividade de inibicdo de TIMPs em MMPs
(BREW & NAGASE, 2010) (Figura 7).
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Figura 7: TIMPs na regulacdo da fungédo e da ativagdo de MMPs. (A) TIMPs soluvel e associado
a MEC formam interacdes inibitérias com dominios cataliticos de MMP transmembrana e
extracelular, protegendo a adesdo celular e blogueando a invasédo. (B) a forma dimérica

transmembrana de MMP-14 forma um complexo receptor com TIMP-2 que é responsavel pela
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ativacdo de MMP-2; pr6-MMP-2 é ligado pelo seu C-terminal dominio hemopexina, permitindo a
protedlise do pr6-dominio pela subunidade de MMP-14 nao inibida. (C) TIMP-1 forma interag6es
com o dominio C-terminal com o dominio hemopexina de pr6-MMP-9 ou com MMP-9, protegendo
a pro-MMP-9 da ativacdo e extinguindo a atividade apds a ativagdo. Traduzido de Radisky,
Raeeszadeh-Sarmazdeh & Radisky, 2017

Um fator de crescimento envolvido no remodelamento da MEC em
patologias € o fator de crescimento transformador (TGF-f) ao promover a
diferenciacdo de miofibroblastos, a proliferacéo celular e a producdo de matriz
(BIERNACKA, DOBACZEWSKI & FRANGOGIANNIS, 2011). Ligantes
extracelulares de TGF-B se ligam ao receptor serino/treonona quinase e ativam
vias que induzem a expressdo de genes de coldgeno e de fibronectina.
Simultaneamente, a sinalizacdo de TGF-B inibe a degradacdo da MEC pelas
MMPs ao induzir a expressdo de inibidores de MMPs a impulsionar o
enrijecimento do microambiente (EDWARDS et al., 1987).

O estimulo para producdo de MMPs é induzido pela indutora de
metaloproteinase de matriz extracelular (EMMPRIN), também chamada de
CD147, basigina e de HAb18G. CD147 é uma proteina transmembrana de
cadeia Unica tipo | membro da superfamilia das imunoglobulinas (IgSF) (HAHN,
KAUSHIK & YONG, 2015). A molécula possui 4 isoformas que diferem entre si
apenas no dominio extracelular. A regido da volta C-terminal da isoforma 2 (EC2)
apresenta homologia a regiao variavel (V) das imunoglobulinas e também pela
cadeia B de MHC-Il. A sequéncia da proteina mostra graus variaveis de
conservacdo entre diversas espécies, especialmente nos dominios
extracelulares, mas a sequéncia ligante entre os dominios tipo lg, os residuos
cisteina, os locais de glicosilacdo de asparagina, o dominio transmembrana e o
dominio citoplasmatico, demonstram forte homologia (MURAMATSU &
MIYAUCHI, 2003). CD147 é composto por uma cadeia de 269 aminoacidos, com
peso molecular aproximado de 27KDa e na sua forma glicosilada o peso varia
entre 43-66KDa. Os padrdes de glicosilagdo variam nos diferentes 6rgédos ou
tipos celulares, provavelmente este seja o0 motivo de possuir funcdes fisioldgicas
diversas (BAIl et al., 2014).

Tem-se demonstrado que o dominio EC1 de CD147 € importante na
inducdo de MT1-MMP e MT2-MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, na
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oligomerizacdo, na ligacdo de integrinas e provavel de CD98 (glicoproteina
transmembrana envolvida na adesdo e no transporte de aminoacidos)
(YURCHENCO et al., 2010).

Expresso por muitos tipos celulares em niveis variados, incluindo células
hematopoiéticas, epiteliais, endoteliais, em todos os tipos de leucdcitos
(mondécitos, granuldcitos e linfécitos), em eritrécitos e plaquetas. CD147 tem a
expressdo aumentada durante o processo de desenvolvimento, na cura de
feridas, no transporte de nutrientes, na inflamacao, na aterosclerose, na artrite,
no cancer e em patologias microbianas (HAHN, KAUSHIK & YONG, 2015).

N

S Dominio EC1

] Inducdo de MMP AdesEs Agregacio: Interacbes Adesdo de Recrutamento

s Oligomerizacdo R mondcito/pla- leucdcitos: de leucdcitos:
Integrinas pag 3 EMMPRIN queta:

cD98 EARABRI CD62P Ativa EMMPRIN EMMPRIN
cpaoL EMMPRIN/GVPI | | LFA-1/ICAM-1 IL-18

4
S D0 Citocinas CYP-A
Dominio EC2 ‘\\ /8 & \\ MMP-9 N\ 7 \ i
] CiclofilinaAe B . \\ 7 \\ / N 7 \ /
S Caveolina-1 \\\ ys \\/ \\_ / N \/
o Z i ~ sl - S €D
b Dominio transmembrana
peg Ciclofilina60 Q
CD43, integrinas . . Q
u“ Sindecan-1, transportadores ll‘ _f{ J‘(
monocarboxilato \ . } S{
Dominio citoplasmatico “ )J; % )J’ f f i z/-
c Transportadores o O - C -> —— [ 5 [ -
monocarboxilato

Figura 8: A sinalizacdo de CD147 esta envolvida na adesé@o plaquetéria, na agregacdo e na
interacao mondcito/plaqueta, assim como na adesao e no recrutamento leucocitario. Traduzido
de Hahn, Kaushik & Yong e Joghetaei et al., 2013

Inicialmente caracterizado como indutor de MMPs, o CD147 possui
multiplas fun¢des em outros tipos celulares, como nos linfécitos T. Quando este
esta ativado na presenca de niveis elevados de CD147, ele desenvolve agbes
positivas/indutoras como migracgéo, indugdo de MMP, adesédo e metabolismo
energeético. A inducdo de MMP é necessaria para que linfocitos T atravessem a
membrana basal facilitando a invasdo do tecido através do contato com
fibroblastos ou outros substratos. Este receptor ainda tem papel no recrutamento
de leucécitos para tecidos inflamados (GOETZL, BANDA & LEPPERT, 1996).
Acredita-se que o CD147 influencie na habilidade de ades&o de integrinas de
linfécitos T, a4Bl e LFA-1, importantes na apresentacdo de antigenos e na

adesado de linfécitos T a células endoteliais apds a entrada em locais de
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inflamac&o. A oligomerizacdo de CD147 € importante no aumento de interacdes
de avidez de CD147 com outras moléculas e com ela mesma para variados
propésitos funcionais (AGRAWAL et al., 2013).

1.15- MMPs como alvo da Terapia Adjunta da TB

Como a patologia pulmonar associada a TB ocorre principalmente devido
a resposta imune do hospedeiro, hd uma funcdo em potencial para a terapia de
imunomodulacgéo direcionada na reducéo da patologia pulmonar e prevencao de
sequelas associadas a ela. A terapia de imunomodulacéo ideal precisa ser
eficiente, ter um bom perfil de seguranca com poucos ou nenhum efeito adverso,
nao
requerer administracdo frequente e ser acessivel, de facil disponibilidade
transporte em paises de poucos recursos onde ocorre a maioria dos casos de
TB, principalmente nas fases da doenca avancada, quando a atividade
excessiva de MMP comeca a contribuir com a patologia pulmonar, levando a
necrose e a formacao das cavidades. (ONG, ELKINGTON & FRIEDLAND, 2014).

O acido para-acetil-salicilico (PAS), isbmero do acido acetil-salicilico, foi
usado para tratar TB por mais de 60 anos apesar de seu efeito na inibicdo do
crescimento de TB em cultura ndo ter sido confirmado. Estudos mais recentes
demonstram que o PAS promoveu a produc¢éo e o acumulo de PGE2 no foco da
infeccdo acarretando na supresséo da secrecao de MMP-1 (RAND et al., 2009).
Estes dados sugerem que o PAS, atualmente usado como tratamento de
segunda linha reservado a pacientes com TB-droga resistente, pode representar

um exemplo de uso imunomodulador para reduzir a destruigao tissular na TB.

Outro farmaco indicado para a terapia adjuvante da TB devido ao seu
efeito imunomodulador é o anti-inflamatorio esteroide dexametasona. O uso da
dexametasona, que age através de efeitos imunossupressores por inibicdo do
recrutamento e da proliferagéo de linfocitos, é restrito para formas mais graves
da doenca, como na meningite tuberculosa, onde este mostrou beneficios na
reducdo da mortalidade dos pacientes (THWAITES et al.,, 2004). Uso da

dexametazona reduziu as concentragdes de MMP-9 no fluido cerebroespinhal,
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sem afetar citocinas ou quimiocinas, contribuindo ao efeito terapéutico
(SIMMONS et al., 2005).

Na busca de antibidticos mais capazes de inibir o crescimento da
micobactéria foi demonstrado que alguns antibiéticos de amplo espectro, como
as tetraciclinas, apresentam atividade contra micobactérias também. A fungéo
antimicrobiana das tetraciclinas foi atribuida a ligacdo da subunidade ribossomal
30S proximo ao local A e a subsequente inibicdo da sintese proteica ao evitar a
ancoragem de t-RNA aminoacilado. Para exercerem sua funcdo as MMPs
requerem o cofator zinco (Zn?*), que € o alvo primario das tetraciclinas. As
tetraciclinas ndo somente quelam o ion Zn para inibir a atividade de MMPs, como
também se acredita que elas afetam a sua expressao e ativacdo proteolitica
(HIDALGO & ECKHARDT, 2001). A doxiciclina é um antibiético tetraciclina e € o
anico inibidor de MMP licenciado para uso nos Estados Unidos. Ela tem sido
usada em doses sub-antimicrobianas para reduzir a concentracdo de
colagenase em doencas periodontais (GAPSKI et al., 2009). Estudos indicam
gue a doxiciclina causa a inibicdo de fosfolipase A2, a inibicdo da expresséo,
assim como a degradacédo acelerada da enzima 6xido nitrico sintase, a inibicao
da atividade patolégica de metaloproteinases de matriz e a eliminacdo de
radicais livres (GU et al., 2012). Seu uso tem demonstrado melhora na funcao
pulmonar na doenga pulmonar obstrutiva cronica (COPD) (DALVI et al., 2011) e
em pacientes com asma quando adicionada a terapia padrédo
(BHATTACHARYYA et al., 2010).

A possibilidade de utilizacao da doxicicllina no tratamento da TB pulmonar
ainda esta sob investigacdo. No modelo de infeccdo de porquinhos da india, a
doxiciclina suprimiu a secrecdo de MMPs por macrofagos e células epiteliais
respiratorias infectadas por Mtb. Além disso, foi demonstrado que ela reduz a
secrecdo de MMP-1 e -3 em macréfagos humanos e inibe o crescimento de Mtb
in vitro e in vivo (WALKER et al., 2012). Consequentemente, a doxiciclina pode
ter potencial como novo agente adjuvante para ser administrada em terapias
padrdo da TB tendo duas ac¢des benéficas, inibindo a expressdao de MMP e
limitando a proliferagdo micobacteriana. Ela é de baixo custo e amplamente
disponivel em situacdes de poucos recursos, apesar de apresentar efeitos
adversos que proibem seu uso em criangas (ONG, ELKINGTON & FRIEDLAND,
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2013). Entretanto, os efeitos benéficos do uso da doxiciclina na TB ainda devem
ser estabelecidos em testes clinicos padronizados. Em 2017, em Cingapura, foi
realizado um teste clinico de fase 2, onde a doxiciclina foi utilizada no tratamento
de TB de pacientes em combinagcdo a antibidticos anti-TB de primeira linha
(Clinicaltrials.gov identificador: NCT02774993), porém os resultados ainda nao

foram divulgados.

Tetraciclinas modificadas estdo em desenvolvimento para investigar suas
atividades inibitérias de MMP, e algumas tem demonstrado resultados
promissores. Como por exemplo o composto COL-3, que possui uma estrutura
sem substituintes no carbono 4-9, tem mostrado potente inibicdo de MMPs e esta
em testes pré-clinicos. Estes fatos demonstram que as tetraciclinas sdo mais do
que simples antimicrobaianos (ZAKERI & WRIGHT, 2008). A ligacdo de
tetraciclinas a MMPs ocorre pela acdo quelante de fons Zn?* estruturais e
cataliticos da enzima MMP. A relativa superioridade da doxiciclina como inibidora
de MMPs, em comparacéo a tetraciclinas e minociclina € resultado de sua maior
afinidade ao Zn?* (PRESHAW, 2000).

Além das tetraciclinas, uma variedade dos novos inibidores de MMPs de
amplo espectro ou especificos para algumas MMP foram testados in vitro e em
testes de modelos animais. Os inibidores de amplo espectro, como o Batimastat
(BB-94) e Marimastat (BB-2516) sdo drogas que mimetizam o colageno e se
ligam ao atomo de zinco em varias MMPs, inibindo a atividade das proteases.
As primeiras tentativas em utilizar estes inibidores para a reducdo da patologia
foram realizadas no modelo de tecido pulmonar in vitro, utilizando células
humanas para obter granulomas, que foram infectadas pela cepa H37Rv
(PARASA et al., 2017). Os autores observaram redugdo no numero e no
tamanho de granulomas e no numero de bactérias no granuloma. Estes dados
correspondem ao estudo de Volkman et al., 2010 com modelo de infeccdo de
peixe-zebra por M. marinum, no qual o marimastat agiu na interrupcdo do
recrutamento de macréfagos e na maturacdo de granulomas nascentes.
Entretanto, estes modelos ndo reproduzem as lesdées necroticas tipicas da TB

humana.

A utilizacéo dos inibidores de MMPs (marimastat, batimastat, prinomastat

e outros) em combinagdo com os medicamentos anti-TB de primeira linha
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(izoniazida e rifampicina) no modelo de camundongos C57BL/6, infectados por
Mtb Erdman (1000 CFU) ou tratados com particulas de matrigel cobertas por
TDM para induzir a patologia necrética, demonstrou um efeito anti-bacteriano
cumulativo que foi associado a melhoria na patologia. Entretanto, a
monoterapia utilizando os inibidores de MMPs ndo melhorou a patologia

pulmonar, nem reduziu a carga bacteriana neste modelo (XU et al., 2018).

A utilizacdo dos inibidores de MMPs (cipemastat, inibidor de MMP-1,
utilizado via gavagem oral) para o tratamento da TB mais severa em modelo de
camundongos C3HEB/FeJ que reproduz a formacao de cavidades pulmonares
nos animais infectados, também ndo demonstrou o efeito terapéutico esperado
(ORDONEZ et al., 2018). Nao foi observada a redugdo no numero de unidades
formadoras de colénias (CFU) nos grupos tratados pelo cipemastat e nos néao
tratados. Ao contrario do esperado, o tamanho da cavidade e a area de
pneumonia subadjacente aumentou, demonstrando que a patologia nos animais
tratados com inibidores de MMP piorou. Da mesma forma, a utilizacdo do
cipemastat no modelo da TB em coelhos, repetidamente infectados pelo 500
CFU Mtb para promover o desenvolvimento de cavidades no pulm&o, néo
reduziu a destruicdo do tecido pulmonar (URBANOWSKI et al., 2018). Em
posterior analise dos mecanismos de formacdo de cavidades no pulmao, no
modelo de coelhos e em pacientes humanos com TB, observou-se a importancia
da acdo mecanica feita pelos movimentos do tecido pulmonar durante a
respiracdo, além dos efeitos de MMPs e outras enzimas proteoliticas no local
dos granulomas caseosos (IHMS et al., 2018). Os autores sugerem que a
inibicdo de MMPs nao € suficiente para prevenir a formacédo de cavidades. A
formacéo de cavidades sempre esta associada a hiperinflamacéo e a presenca
de areas necrodticas no pulméo (na forma de granulomas caseosos ou
pneumonia lipidica). O que sugere que a estratégia de terapias adjuntas com
alvo em pacientes com TB cavitaria deve incluir uma combinagcédo de farmacos
direcionados para a prevencéo da necrose, utilizando tanto inibidores de MMPs,

guanto outros farmacos com efeito anti-inflamatorio.
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2 - JUSTIFICATIVA

Os dados recentes, baseados na analise histopatologica de pulmdes de
pacientes com TB e de animais infectados, demonstram que a necrose
intragranulomatosa, que € uma marca tipica da TB humana, contribui para
sobrevivéncia de M. tuberculosis em aglomerados extracelulares de bactérias
capazes de formar biofilmes, aumentando a resisténcia da micobactéria a acao
da resposta imunitaria e de medicamentos anti-micobacterianos. Foi sugerida
uma teoria de patogénese da TB baseada nestas observacdes (ORME, 2014).
O estudo dos mecanismos de necroses celular e tecidual induzidos nos pulmdes
durante a TB € importante ndo somente para nosso entendimento da patogenia
da TB, mas também para a geracdo de novas vacinas e medicamentos

terapéuticos.

A infeccdo de camundongos € o modelo mais utilizado para estudo da
TB. Mas os ratos, diferentemente dos mamiferos de maior porte, néo
desenvolvem nem necrose nem cavernas no pulméo, assim, nem todas as
manifestacbes patolégicas da TB humana séo reproduzidas, o que limita sua
utilizacao para a pesquisa. Resultados do trabalho do nosso grupo de pesquisa
demonstram que a viruléncia da cepa Mtb utilizada para infeccdo é um dos
principais fatores que determinam da gravidade da patologia, e as cepas de Mtb
hipervirulentas isoladas de pacientes com TB, diferentemente das cepas
laboratoriais largamente utilizadas, induzem nos camundongos uma patologia
mais severa, incluindo a necrose pulmonar. O desafio atual é estudar os
mecanismos patogenéticos que determinam a necrose pulmonar. Neste sentido,
o papel dos fatores que podem contribuir diretamente para a necrose do
granuloma e do tecido pulmonar deve ser estudado como alvo potencial para
intervencdes terapéuticas. Entre estes fatores, o papel de neutrdfilos recrutados
para o pulméao e de metaloproteinases de matriz produzidas por neutréfilos e por
outras ceélulas. Neste trabalho, pretendemos utilizar um modelo de infeccéo
intratraqueal de camundongos da linhagem C57BL/6 inoculados por cepa Mtb
hipervirulenta, de modo a compreender os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nos danos tissulares provocados pela infecgao por Mtb hipervirulenta
podendo contribuir para identificar possiveis alvos de tratamento e novas

abordagens terapéuticas.
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3- OBJETIVOS
3.1- Obijetivo geral

Investigar o papel de leucdcitos inflamatorios, das metaloproteinases de
matriz, assim como de seus indutores na patogenia da tuberculose induzida nos
camundongos por cepas hipervirulentas de M. tuberculosis com o objetivo de

desenvolver um do modelo da TB experimental mais parecido com a TB humana.

3.2- Obijetivos especificos

3.2.1- Estudar a producdo de gelatinases, MMP-2 e MMP-9, e colagenase,
MMP-8, e suas atividades no pulmao, utilizando ensaios imunoistoquimicos e
zimografias, e no sobrenadante do tecido pulmonar e no lavado bronco alveolar
(zimografias);

3.2.2- Avaliar efeitos da imunodeplecdo de neutrdfilos e a inibicdo de MMPs por
inibidores farmacoldgicos no carater da patologia pulmonar com objetivo de
intervencao terapéutica (inibicdo da necrose). Avaliar os efeitos do tratamento
na carga bacteriana no pulmao e a sobrevivéncia dos camundongos.

3.2.3- Estudar o perfil de células recrutadas ao pulméo e o carater da morte
dessas células in situ, utilizando métodos de citometria de fluxo e de
imunoistoquimica;

3.2.4- Investigar a patogenia da TB nos camundongos C57BL/6 infectados por
cepa de Mtb hipervirulenta com foco na necrose celular e tecidual observada nos
pulmdoes;

3.2.5- Investigar os mecanismos patogenéticos celulares e moleculares que
determinam o desenvolvimento da necrose pulmonar, com foco no papel dos
neutrofilos, na producdo de metaloproteinases de matriz e de seus indutores
(CD147);

3.2.6- Quantificar leucdcitos mieldides recrutados ao pulméo apos a infec¢do e

com 0s respectivos tratamentos
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4- METODOLOGIA

4 .1- Micobactérias

Nos experimentos foram utilizadas as cepas Mtb ja caracterizadas nos
trabalhos anteriores (LASUNSKAIA et al.,, 2010, ANDRADE et al.,, 2012,
RIBEIRO, 2014). A cepa hipervirulenta M299 e cepa laboratorial H37Rv foram
descongeladas e crescidas em meio Middlebrook 7H9 (DIFCO, Detroit, Ml),
acrescido de 0,05% Tween 80 e 10% de suplemento albumina, dextrose,
catalase (ADC) (BD Sparks, MD). Ap6s 7 dias de cultivo, as culturas em
suspensao foram agitadas no vortex (BIOMATIC) e sonicadas em banho
ultrassom (Ultrasonic Maxi Cleaner 800-UNIQUE) por 1 min para separacao dos
grumos de micobactéria. O ajuste de concentracao de micobactérias utilizadas
nos experimentos foi feito através de leitura prévia de 1 mL de meio de cultura
liquido Middlebrook 7H9 em espectrofotdmetro (AJMicronal) a 600 nm, apos
passagem no ultrassom. Em seguida, as culturas foram diluidas para obter a
concentracdo desejada obedecendo-se o critério de relacao da densidade Optica
(DO) versus numero de bacilos, previamente estabelecido em teste de CFU
(descrito no item 4.8) para cepas de Mtb, sendo que DO 0,200 corresponde a 2
x 107 bacilos/mL. Todos os procedimentos com Mtb foram realizados no fluxo
laminar A2 na sala de biosseguranca nivel 3 (NB3).

4.2- Animais

Os camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
UENF e mantidos em microisoladores (estantes ventiladas) no Biotério do
Laboratério NB3 da UENF em ambiente climatizado com temperatura controlada
25°C. Em cada gaiola ficaram no maximo 05 animais da mesma idade e género
para minimizar o estresse. Os animais receberam ragdo autoclavada e agua

filtrada em bebedouros.

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica de Pesquisa em Animais
de Laboratério e de Biosseguranca do Centro de Biociéncias e Biotecnologia
(CBB) da UENF (protocolos n° 198 do ano de 2012 e n°® 350 do ano de 2017).
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4 .3- Anticorpos e reagentes

Anticorpos anti-MMP-2 (MMP-2, H-76 IgG de coelho, sc-10736), anti-
MMP-9 (MMP-9 C-20, IgG de cabra SC-6840), anti-MMP-8 (MMP-8, M-20 IgG
de cabra sc-8848), anti-CD147 (EMMPRIM T-18, IgG de cabra sc-9756) foram
adquiridos da Santa Cruz Biotecnology e utilizados em testes de IHC. Anticorpos
da Abcam utilizados nos ensaios de Western blotting foram os seguintes: anti-
MMP-8 policlonal de coelho (ab53017, lot: GR38794-26), anti-MMP-9
monoclonal de camundongo (ab58803, lot: GR3212138-1). Os anticorpos
secundarios utilizados foram: soro de cabra anti-IgG de coelho (sc-2004) e soro
de cabra anti-IgG de camundongo (sc-2005) e soro de coelho anti-IgG de cabra

(sc-2922) da Santa Cruz Biotecnology.

4 .4- Infeccdo e tratamentos experimentais dos animais

Os camundongos C57BL/6 WT foram anestesiados com uma solucao de
Anazedan — xilazina (15 mg/kg - Vetbrands) e Dopalen — ketamina (110 mg/kg -
Vetbrands), via intraperitoneal e submetidos a injecéo intratraqueal de Mtb. Apés
uma pequena incisdo da pele, a traqueia foi exposta para receber 60 uL da
suspensdo bacteriana (102 bacilos) utilizando seringa para inje¢des da insulina
de 1 mL. Os animais controles receberam 60 uL de PBS estéril. Apds a injecao,

a pele foi suturada com um ponto de sutura utilizando linha cirargica estéril.

Apos 14 dias da infeccdo os animais foram separados em grupos para
receberem os tratamentos com os farmacos doxiciclina e com 2’2-bipiridina por
14 dias de tratamento. Para inibichio de MMPs foram utilizados Hiclato de
doxiciclina (D9891 — 1G) da Sigma-Aldrich, 2’2-bipiridina (cedida pelo prof. Méario
Sérgio Schultz da UFRJ campus Macaé). Os farmacos foram diluidos em agua
(50 mg/mL) e administrados diariamente via intraperitoneal (i.p), sendo cada

dose administrada nos camundongos de 40mg/kg.

Para imunodeplecdo de leucotcitos Gr-1+ (neutréfilos e mondcitos
inflamatorios) dos camundongos infectados foram utilizados anticorpos

monoclonais anti-Gr-1 (Ly6G/C) murino (hibridoma 2H5, doacé&o da prof. Chalil),
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que foram inoculados em dias alternados a partir do 14° dpi por via i/p 200 ug/mL
(ESCOCARD et al., 2006).

Os animais de todos os grupos foram monitorados diariamente para sinais
de morbidade. Nos dias 0, 14, 21 e 28, os animais foram pesados para estimar
peso corporal. Apés 28 dias de infeccdo, os animais infectados foram
eutanasiados por inalacdo de COz2. Os pulmdes, baco e figado foram retirados e
pesados. Para testes histologicos, o l6bulo superior direito dos pulmdes dos
camundongos infectados e ndo infectados (controle) foram retirados e fixados
em formol a 10%. O |6bulo superior esquerdo, e em alguns experimentos o baco
e figado, foram pesados e homogeneizados para extracdo de micobactérias e
sua quantificacdo em teste CFU. Para a coleta de células pulmonares ou

homogeneizac¢éo do tecido, os l6bulos pulmonares restantes foram utilizados.

4.5- Extracdo de células pulmonares para cultivo ex vivo e coleta do

sobrenadante do meio de cultura

O isolamento das células destinadas para cultivo em cultura celular ex
vivo e posterior quantificagdo das MMPs produzidas em meio de cultura foi
realizado sem tratamento enzimatico. Os I6bulos pulmonares foram cortados em
pequenos fragmentos e transferidos para um tubo com meio RPMI (2 mL). O
tecido foi dissociado com o auxilio de seringa de agulha de 10 mL, passando por
suspensao por 10 vezes. Posteriormente peneirado a fim de separar as células
do restante do tecido (sem a utilizacdo de enzimas). Adicionou-se tampao de lise
para eritrécitos. As células foram contadas utilizando a camara de Newbauer,
ressuspensas com meio de cultura RPMI com 10% de SFB (Gibco) e 0,5% de
gentamicina, e plaqueadas a 5 x 10° células/mL por poco. A coleta do
sobrenadante foi feita 48 h apds o plagueamento em placa de cultura de 24
pocos. A coleta do sobrenadante de cultura foi feita apos 48 h do cultivo em
estufa com 5% de CO2 a 37°C. O sobrenadante coletado foi centrifugado em

eppendorf com filtro 0.22 um, aliquotado e congelado a -80°C.
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4.6- Lavagem broncoalveolar

ApOs a eutanasia em camara de CO:z 0s animais receberam injecbes
intratraqueais de 500 uL de tampéao fosfato-salino (PBS). A aspiracdo mecanica
foi feita utilizando uma seringa conectada ao canal traqueal, sendo a mesma que
instilou o liquido. O liquido € armazenado em gelo até que seja filtrado com filtro

0.22 um, aliquotado e congelado a -80° C.

4.7- Quantificacdo da atividade de MMPs através de ensaios de zimografia

Os ensaios de zimografia foram executados para determinar a atividade
proteolitica das metaloproteinases. Os lavados broncoalveolares e/ou
sobrenadantes das culturas celulares foram descongelados e analisados por
zimografia. As amostras foram tratadas com tampao de amostra (dgua destilada,
Tris HCI 1,0M, glicerol, SDS 10% e azul de bromofenol 1%) e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida de 8% com 0,1% de gelatina. Apos a
corrida, o gel foi lavado trés vezes com tampéao de lavagem (Tris-HCL 50 nM pH
7,5 e Triton x100 2,5%) e posteriormente incubado com tampé&o de incubacao
(Tris-HCL 50 nM pH 7,5, Triton x100 1%, CaCl2 10 mM, NaCl 150 mM e NaNs
10t mg/mL) e deixado por 48 h na estufa a 37°C e 5% de CO2 para que ocorra
a acao litica das MMPs. Depois, o gel foi corado por 1 h em agitacdo com o
corante Coomassie Blue R-250 0,05%, em seguida, descorado e, finalmente, foi
feita a analise densitomeétrica das bandas correspondentes a lise da gelatina. As
imagens dos géis foram obtidas com o auxilio do programa Molecular Image Gel
Doc XR com o software Image Lab.

4 8- Quantificacdo de Mtb em teste de CFU

Para quantificar micobactérias, as amostras (culturas de Mitb,
homogenados de tecidos obtidos de camundongos infectados) foram
submetidas ao ensaio de unidade formadora de colénia (CFU). Para extrair
bactérias de tecidos, os orgaos (lobo superior esquerdo do pulmé&o, baco ou
figado) foram pesados e colocados em 2 mL do meio RPMI (Gibco, EUA). Os

orgdos foram macerados com o auxilio de pinga curva e mantidos em gelo. A
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seguir, os tecidos imersos foram dissociados utilizando seringas de 10 mL, por
10 ciclos de homogeneizacdo. A seguir, as amostras foram filtradas em cell
strainer (Corning, EUA). Apoés as diluicbes seriadas, 100 uL de cada diluicédo
foram plagueadas em meio de cultura sélido Middlebrook 7H10 (DIFCO, Detroit,
MI), enriquecido de 10% de suplemento OADC (oleato, albumina, dextrose,
catalase da BD), em placas de Petri. O nimero de unidades formadoras de

colénias foi avaliado apods incubacéo a 37°C apo6s 3 a 4 semanas.

4 .9- Testes histoldgicos

4.9.1- Anélise Histopatoldgica por coloracdo com Hematoxilina e Eosina

Os lébulos pulmonares (superior e médio direito), o baco e o figado
foram removidos e fixados em formol 10% tamponado por 48 h, seccionados
para aproveitar o maximo da area lesionada e, submetidos a fixacdo em formol
por no minimo 24 h. Apés lavagem em agua destilada, o material fixado foi
passado por banhos de alcool em concentracdes crescentes (70%, 80%, 90%,
100%) por 1 h em cada, e posteriormente passado em 2 banhos de xilol por 1 h
cada. O material foi emblocado em parafina e levado ao gelo. Os blocos rigidos
foram cortados no micrétomo (Leica, Alemanha) numa espessura de 5 um. Os
cortes foram processados em baterias de xilol e alcool para serem preparados
para coloracdo com hematoxilina (3 minutos) e eosina (1 minuto) - coloracao HE-

para analise de histopatologia.

4.9.2- Anéalise Histopatoldgica por coloracdo com Tricroméaco de Masson

A coloracgéao foi feita da seguinte forma: foi aplicada sobre os cortes a
solucdo de Bouin e deixado overnigth. Apds os cortes foram lavados em agua
corrente por 1 hora até retirar a cor amarela deixada pela solu¢cdo de Bouin na
amostra. Em seguida foram corados com Hematoxilina Férrica de Weigert por
10 minutos e lavados novamente em agua corrente por 10 minutos e coloracao
com solucéo de Escarlate de Biebrich por 5 minutos. Foi feita mais uma lavagem
com agua destilada e uma nova colora¢io com solucéo de Acido Fosfottngstico-
Fosfomolibdico por 10 a 15 minutos. Em seguida, foi realizada uma lavagem com

agua destilada e aplicada solucéao de Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos. As
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amostras foram lavadas uma vez e colocadas em solucdo de 1% de acido
Acético Glacial por 3 a 5 minutos. As amostras sofreram mais uma lavagem com
adgua destilada e foram banhadas em élcool (70%, 80%, 90% e 100%) por 1
minuto em cada concentracdo e em xilol por 3 minutos. Os cortes entédo sofreram
fixacdo permanente com Permount. Finalizada a técnica as fibras de colageno

adquirem coloragao azulada.

4.9.3- Coloracao pelo método de Ziehl Neelsen

Apo6s posicionamento das laminas em suporte metalico, a superficie do
tecido foi coberta com solugéo de carbolfucsina de ZN, previamente filtrada. As
laminas foram aquecidas até emissédo de vapor, por chama produzida com o
auxilio de um chumaco de algoddo embebido em &lcool. Registrou-se o tempo
de 5 minutos e voltou-se a aquecé-las por mais duas vezes. A descoloracéo
iniciou ap6s os 5 minutos, verteu-se a solu¢cdo de fucsina e lavou-se
cuidadosamente com jato d’agua de baixa pressao até que a mesma fosse
eliminada. Cobriu-se a superficie com solugéo alcool-acida por 1 minuto, sendo
entdo retirada sob jato d"agua de baixa pressdo. Repetiu-se a operacdo mais
uma vez, rapidamente. A contra-coloracéao foi feita ap6s recolocac¢ao das laminas
sobre o suporte, suas superficies foram cobertas pela solu¢cdo de azul de
metileno por 30 segundos, apds o qual foi eliminado sob jato d’agua de baixa

pressdo. As laminas foram secas a temperatura ambiente.

4.10- Andlise de morfometria das lesdes pulmonares (areas de pneumonia e

necrose pulmonar)

Para a morfometria foram utilizadas imagens do corte do tecido pulmonar
corado por hematoxilina eosina (obtidos com aumento de 25X) de cada grupo de
animais (n=8-10). As imagens foram capturadas com um Microscopio Zeiss
Labophot 2 equipado com uma camera digital colorida Olympus DP25 conectado
a um sistema de imagem computadorizado com o software Axionvision (versao
4.6.3 Zeiss). A reducgao do espaco intra-alveolar aerado foi determinada como
descrito pelo Neres et al. para quantificagdo do espaco intravascular na placenta
(Neres et al., 2008).
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Utilizando o software ImageJ (NIH, EUA), as imagens foram
transformadas em escala cinza (8-bit) e as areas correspondentes ao espaco
intra-alveolar aerado (branco) foram coloridas em vermelho. A reducdo de
porcentagem da area intra-alveolar foi calculada com o uso da equacéao (x-y) X
100/x, onde x e y correspondem as porcentagens de pixels demarcadas por
vermelho nas imagens dos animais de grupos controles e infectados ou

infectados e tratados.

As areas totais de lesdo pulmonar e a area do nucleo necrético da leséo
foram demarcadas manualmente. A é&rea total da lesdo inclui regides de
pneumonia (alveolite) e regides de necrose. A &rea de pneumonia incluiu areas
ocupadas pelo infiltrado celular intra-alveolar e intrabronquiolar (com nucleos
celulares positivos para hematoxilina). O nucleo necrético foi definido como uma
area acelular / anuclear (com material nuclear degradado parcialmente -
karyorrhectic debris- ou completamente, com coloracdo negativa para nucleos).
Linhas de contorno foram desenhadas em torno dessas regides e as medidas
das areas foram obtidas pelo software de analise de imagem (Imageld). A
porcentagem de area de necrose em cada grupo experimental foi quantificada
como relacéo de area de necrose a area total da leséo (n= 6-9).

4.11- Andlise Imunoistoguimica (IHC) de MMP-2, MMP-8, MMP-9, EMMPRIN do

pulm&o infectado

Para andlise IHC as secdes de tecido pulmonar de 5 um foram colhidas
em laminas histoldgicas silanizadas (Silano, Sigma-Aldrich, MO, EUA). Apés a
desparafinizacdo e procedimentos histologicos convencionais descritos no item
4.9.1. a peroxidase endogena foi inativada atravées de tratamento por 30 minutos
em solucéo para bloqueio [85mL de metanol e 15 mL de peréxido de hidrogénio].
O blogueio de liga¢des inespecificas foi feito por incubacdo de 1 h em solugéo
de leite em po6 desnatado a 1%. As sec¢Bes foram incubadas com os anticorpos
anti-MMP-8, MMP-9, EMMPRIN a 4°C por 18 horas, com posterior incubacao
com anticorpo secundario biotinilizado (LSAB System-HRP, Dako) por 30
minutos. As laminas foram incubadas com a segunda solug&o de estreptavidina

e reveladas com Kit cromogeno DAB (Dako, CA, EUA). Em seguida, as laminas
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foram contracoradas com hematoxilina de Harris e montadas com Permount®
(Sigma-Aldrich, MO, EUA).

4.12- Isolamento de células do pulméo e Citometria de fluxo

Os lobos do pulméo indicados para isolamento das células foram
pesados e colocados em 2 mL do meio RPMI (Gibco, EUA). Os Iébulos foram
macerados com o auxilio de pinga curva e mantidos no gelo. A seguir, os tecidos
foram dissociados utilizando seringas de 10 mL, por 10 ciclos de
homogeneizacgao. A seguir, as amostras foram filtradas em cell strainer (Corning,
EUA). As células foram incubadas com tampao de lise dos eritrécitos (40 mM
NHA4CI, 4.2 mM Tris, pH 7.4) por 1 minuto a 4°C. A seguir, as células foram
contadas e separadas em microtubos na quantidade de 2 x 10° células. As
células foram bloqueadas em soro normal de camundongo 1:50 PBS/BSA 1%
por 20 minutos e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Os pellets celulares
foram incubados com 10 uL de anticorpos conjugados (BD Pharmingen, EUA)
anti-CD11b-PerCP (marcador das células mieldides), anti-Ly6G-FITC (marcador
dos neutrdfilos), anti-CD11c-PE (marcador das células dendriticas), anti-Ly6C-
PE (marcador dos mondcitos inflamatorios). Apds incubacao por 45 minutos a
4°C, as células foram lavadas e fixadas com 3% paraformaldeido. As popula¢des
celulares foram analisadas por citometria de fluxo (BD FACScalibur) e anélises

feitas com o software CellQuest Pro.

4.13- Western Blotting

O western blotting foi realizado a fim de verificar a presenca da enzima
MMP-8. Os sobrenadantes das culturas pulmonares e/ou lavados
broncoalveolares foram analisados por western blotting utilizando anticorpos
especificos. As amostras foram diluidas em tampao de amostra (agua destilada,
Tris HCI 1,0M, glicerol, SDS 10% e azul de bromofenol 1% e B-mercaptoetanol),
tratadas 5 min a 100°C e submetidas a SDS-PAGE a 10%. Apds a corrida, as
proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose

utilizando o Trans-Blot System Bio-Rad, de acordo com as instru¢cdes do
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fabricante (Bio-Rad, EUA). A membrana foi bloqueada com solugéo constituida
de leite desnatado em p6 Molico (Nestlé) a 5% com PBS-tween 20 overnight.
Apos este periodo, foi incubada com os anticorpos de interesse primarios e
secundarios e revelada através do tratamento com uma solucdo contendo

substrato enzimatico e a substancia cromogena DAB (diaminobenzidina).

4.14- Medidas de biossequranca de nivel Il

Todos os procedimentos foram executados adotando as medidas de
biosseguranca necessérias para a manipulacédo adequada de agentes biolégicos
de classe de risco Ill no qual M. tuberculosis esta classificado (Manual de
Biosseguranca do Ministério da Saude, 2010). Foram adotadas medidas de
contencao primaria; uso de técnicas de manipulacdo adequadas e utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual, assim como medidas de contencdo
secundéria; uso dos equipamentos e instalacbes apropriadas. Todos o0s
procedimentos de infeccdo e manipulacdo de animais, células e materiais
infectados, foram realizados na sala de experimentacdo do Laboratério NB3, de
acesso restrito, em cabines de biosseguranca - capelas de fluxo laminar de nivel
[I-BIl, utilizando os equipamentos de protecdo individual necesséarios para a
manipulacdo deste patdégeno (jaleco de mangas compridas, jaleco descartavel,
luvas, mascara N-95, touca, sapatos fechados e pré-pés). As instalacdes do Lab-
NB3 possuem um sistema de ventilacdo que confere a sala de experimentacdo
uma pressao negativa em relacdo as salas adjacentes. Todo o material de
descarte produzido durante o trabalho, juntamente com todo material
contaminado, foi acondicionado em sacos apropriados para autoclave, lacrados
por dentro da cabine de biosseguranca e seguidos para descontaminagdao em
autoclave, instalado dentro da unidade. A descontaminagéo foi realizada em 40
minutos a 120°C a latm.

4.15- Analises estatisticas

Foi utilizado o método Two-way ANOVA e o teste Bonferroni como post

test para a analise dos efeitos simultaneos de dois fatores, e 0 método One-way
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ANOVA e Tukey como post test para a comparacao entre grupos na avaliacédo
dos efeitos de um Unico parametro, sendo estes executados com auxilio do
programa GraphPad Prism 4 (GraphPad, EUA), considerando as diferengas
significativas quando p < 0,05 (5%).
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5- RESULTADOS

5.1- Mtb induz expresséo e producdo de MMPs em camundongos

infectados

5.1.1- Avaliagdo da producgéo das gelatinases MMP-9 e MMP-2 e colagenase
MMP-8 por células de pulmdo dos camundongos infectados pelas cepas

Mtb de alta e baixa viruléncia x 10°

A fim de verificar as diferencas na inducdo da produgcédo de
metaloproteinases pelas cepas Mtb de diferentes graus de viruléncia,
guantificamos a producado de gelatinases MMP-9 e MMP-2 e colagenase MMP-
8 pelas células do pulmao dos camundongos infectados pelas cepas Mtb de alta
viruléncia (cepa M299, isolado clinico hipervirulento) e de baixa viruléncia (cepa
laboratorial H37Rv). Os camundongos C57BL/6 foram infectados com 200
bacilos de cada cepa. ApGs 28 dias de infeccdo, os animais foram eutanaziados
e as vias aéreas foram lavadas com PBS para obter liquido do lavado
broncoalveolar e verificar presengca de MMPs produzidas no pulmé&o.
Adicionalmente, as células foram extraidas do pulméo, como descrito na sesséo
Materiais e Métodos, e cultivadas ex vivo por 48h. Os sobrenadantes de culturas
foram examinados para presenca das MMPs produzidas pelas células em
cultura. A atividade de gelatinases nas amostras obtidas foi avaliada pela
zimografia, utilizando metodologia de eletroforese em gel adicionado de gelatina

para verificar sua degradacao pelas enzimas ativas.

A eletroforese das proteinas permite discriminar a pr6-enzima e a enzima
ativa, porque uma vez ativada a MMP sofre autoclivagem do polipeptideo
formando fragmentos, gerando no gel as bandas de menor peso molecular

comparado com a banda de pro-enzima.

Os resultados apresentados na Figura 9 demonstram que as células do
pulmao dos animais infectados produziram significativamente mais gelatinases
MMP-2 e MMP-9, principalmente na sua forma ativa, que as células dos animais
nao infectados (controle), o que foi observado tanto nos sobrenadantes de
culturas das células extraidas do pulméo e cultivadas ex vivo (A), quanto no
liguido de lavagem broncoalveolar (B). A producdo da MMP-8 nos animais

infectados medida no lavado broncoalveolar também foi maior (C). A
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comparacao das amostras obtidas dos animais infectados demonstrou que as
células dos animais infectados pela cepa hipervirulenta M299 produziram mais
MMP-9 (A e B) e MMP-8 (C), na sua forma ativa, que as células dos animais
infectados com a cepa laboratorial H37Rv. A diferenca na producédo de MMP-2

nao foi expressiva.

A
C Rv_M299 B C Rv_M299 C ¢ Rv M299

= MMP-9 Z MmP-9 |/ - — MMP-8

~ MMP-2 ~ MMP-2

Figura 9. Producéo de gelatinases MMP-9 e MMP-2 e da colagenase MMP-8 pelas células
do pulmé&o dos camundongos C57BL/6 infectados pelas cepas Mth H37Rv (Rv) e M299 no
dia 28 p.i. A producéo das gelatinases pelas células do pulméo foi medida no sobrenadante de
cultura celular cultivadas ex vivo por 48 h (A) ou no lavado broncoalveolar (B) utilizando ensaio
de zimografia em gel com gelatina. A producdo da MMP-8 foi quantificada no lavado
broncoalveolar (C). Imagens obtidas em um experimento representativo (n=3): C- Controle
(animais nao infectados).

5.1.2- Teste Imunoistoquimico para avaliar expressao e imunolocalizacao
de MMPs (EMMPRIN, MMP-8 e MMP-9) no pulmé&o de camundongos com
grau de patologia severa (pneumonia tuberculosa necrotizante) ou amena

(granulomas soélidos).

Para avaliar a expressao das MMPs pelas células do pulméo, que podem
contribuir com a patologia observada, realizamos teste imunoquistoquimico
(IHC) utilizando anticorpos especificos para gelatinases (MMP-2 e MMP-9),
colagenase MMP-8, e seu indutor EMMPRIN. Quanto ao EMMPRIN (Fig. 10C e
10D) nota-se forte marcacdo de macrofagos alveolares (setas vermelhas),
células da parede alveolar (setas pretas) e do epitélio bronquiolar (setas
brancas). Nos animais infectados com a cepa hipervirulenta (Fig. 10D), as areas
de necrose foram mais marcadas em compara¢ado com as areas compostas por
infiltrado celular, sugerindo a liberacdo da proteina pelas células mortas. O
tratamento do tecido com anti-MMP-2 (Fig. 10E e 10F), demonstrou uma

marcacao similar a EMMPRIN, com forte expressdo da MMP-2 pelas células da



51

parede alveolar, macrofagos alveolares e alguns macrofagos nos granulomas,
as areas de alveolite (Fig. 10F) ndo foram marcadas. A marcagdo anti-MMP-9
(Fig. 10G e 10H), revelou alta expressdo dessa enzima por macrofagos
alveolares, mas nao por células da parede alveolar. Nas areas de alveolite (Fig.
10H), somente algumas células do infiltrado celular foram marcadas, ao contrario
das areas de necrose, que foram fortemente marcadas. As células mais
marcadas positivamente com o anticorpo anti-MMP-9 foram as células
inflamatorias (especialmente macrofagos) células epiteliais e o exsudato
granulomatoso. O tratamento com anticorpo anti-MMP-8 revelou a
imunolocalizacao de neutréfilos que expressam essa colagenase. Nos animais
infectados pela cepa H37Rv (Fig. 10I), poucas células MMP-8-positivas foram
detectadas. Ja nos animais infectados pela cepa hipervirulenta (Fig. 10J), uma
forte marcacéo dos neutrdfilos vivos foi observada (setas verdes). As areas de

necrose apresentaram uma marcacao difusa para a MMP-8.

EMMPRIN
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Figura 10. Analise histopatoldgica e imunoistoquimica dos pulmdes de camundongos
infectados por Mtb. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 200 bacilos das cepas
H37Rv e M299. Apds 28 dias da infeccdo, os pulm&es foram coletados e processados para
testes histologicos. Os cortes histolégicos foram corados com hematoxilina-eosina, HE (A e B)
ou tratados com anticorpos anti- EMMPRIN (C e D), MMP-2 (E e F), MMP-9 (G e H) e MMP-8 (I
e J). Animais infectados com a cepa H37Rv exibiram granulomas incipientes (A). Animais
infectados com a cepa M299 apresentaram extensa lesdo de pneumonia granulomatosa, com
forte infiltrac&o de neutréfilos, com ampla area de necrose marcada pela estrela ye (B). Nos
cortes tratados com anticorpos, as MMPs estdo marcadas em cor marrom, as células da parede
alveolar estéo indicadas por setas pretas, as células bronquiolares — por setas brancas e os
neutrdéfilos - por setas verdes. Aumento de 400X, as barras de escala correspondem a 100um,
exceto A e B (aumento de 100X, as barras de escala correspondem a 100um) e | (aumento de
200X, barra de escala 50um).

Os resultados demonstram que as lesbes necroticas observadas nos
camundongos infectados pela cepa M299 foram marcadas para todas
metaloproteinases de matriz estudadas, sugerindo sua contribuicdo para a
patogenia da necrose. Esta foi a nossa justificativa para a utilizagéo de inibidores
de MMPs para reduzir a patologia necrética.
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5.2. Avaliacao dos efeitos terapéuticos de doxiciclina e 2’2-bipiridina
(inibidores de MMPs) e da deplecé&o de leuco6citos mieldides pelo anticorpo
anti-Gr-1 no modelo de infec¢cdo de camundongos pelas cepas Mtb de alta

e baixa viruléncia

5.2.1- Esquema do tratamento dos animais infectados com os farmacos

Tratamento com Dox ou BP Eutanasia

)

Infeccédo [ \

0

141516 17 18 19 2021 22 2324 252627 28

Ou tratamento com Anti-Gr-1
Figura 11: Delineamento experimental do tratamento de camundongos C57BL/6 com

doxiciclina, 2’2-bipiridina ou com o anticorpo monoclonal anti-Gr-1.

Os tratamentos foram iniciados no dia 14, por via peritoneal. O dia 14 foi
escolhido para inicio do tratamento de acordo com dados obtidos nos nossos
trabalhos anteriores (Ribeiro et al., 2014; Almeida et al., 2017), que demonstram
inicio da progresséao de patologia granulomatosa a patologia necrotica neste dia,
que foi associado ao aumento do recrutamento de neutréfilos ao pulméo. Os
animais foram tratados com dose de 40mg/kg de doxiciclina (50 mg/mL) ou 2’2-
bipiridina (50 mg/mL) diariamente. O anticorpo monoclonal anti-Gr-1 foi
inoculado a 100 pg/dose (200 ug/mL) em dias alternados (no total 7 inoculacdes).

Os animais foram eutanasiados no dia 28 pi.
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5.2.2. Avaliacdo dos efeitos do tratamento com os farmacos na producao
das gelatinases MMP-9 e MMP-2 e colagenase MMP-8 por células

pulmonares de camundongos infectados

A producédo de MMPs por células do pulméo foi avaliada no sobrenadante
de cultura das células extraidas do pulm&o no dia 28 pi e no liquido de lavagem
broncoalveolar obtido no dia da eutanasia. A atividade das gelatinases MMP-9 e
MMP-2 foi analisada por meio de zimografia em géis com 0,1% de gelatina,
usada como substrato para atividade dessas metaloproteinases. As formas
ativas das gelatinases foram visualizadas de acordo com sua capacidade de
clivar a gelatina no gel com o aparecimento de bandas brancas. A producao de
MMP-8 foi avaliada por meio de Western blotting, utilizando anticorpo especifico
anti-MMP-8.

Resultados apresentados na Figura 12A demonstram, que as células
isoladas do pulmdo, tanto dos animais infectados quanto do controle, foram
capazes de produzir MMP-9. As células de animais infectados pela cepa
hipervirulenta M299 produziram significativamente mais desta protease que as
células infectadas pela cepa H37Rv. A atividade da MMP-2 foi baixa em todas
as amostras submetidas a zimografia. No lavado broncoalveolar as formas
ativas de MMP-9 e MMP-2 foram detectadas somente nas amostras obtidas de
animais infectados pela cepa mais virulenta (Fig. 12B), demonstrando que nos
animais infectados pela cepa H37Rv e de controle a atividade e/ou producéo
dessas enzimas foi baixa. Da mesma forma, a presenca de MMP-8 na forma
ativa no lavado broncoalveolar foi detectada somente nas amostras obtidas de
animais infectados pela cepa M299 (Fig. 12C). A enzima MMP-8 ativa
apresentou uma banda de menor peso molecular (proteina clivada) comparado

com as bandas da pré-enzima.

O tratamento com Dox reduziu fortemente a produgcdo de MMP-9 que foi
maior do que a reducao dessa protease pela Dox. Entretanto, diferentemente da
Dox a BP nao inibiu a MMP-8.
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Figura 12. Producédo de MMPs por células do pulmé&o dos camundongos infectados pelas
cepas Mtb M299 e H37Rv (RV) e tratados com farmacos no dia 28 pi. As amostras dos
sobrenadantes de culturas de células pulmonares coletados ap6s 48h de cultivo ex vivo (A) e as
amostras do liquido de lavado broncoalveolar (B) foram submetidas a zimografia em gel com
gelatina para avaliar atividade das gelatinases MMP-9 e MMP-2. A produ¢do de MMP-8 no
pulmao foi avaliada através de analise da presenca no lavado broncoalveolar por Western

blotting (C). CTL: controle, animal ndo infectado. PM: peso molecular.

5.2.3. Avaliacéo dos efeitos do tratamento com os farmacos no crescimento

de micobactéria nos camundongos infectados

Para avaliar os efeitos do tratamento com os farmacos no crescimento de
micobactéria nos pulmdes dos camundongos infectados e na sua capacidade a
disseminagdo para o baco e figado, os referidos 6rgdos foram retirados dos
camundongos apés 28 d.p.i., processados e homogenados de tecidos obtidos
foram semeados em meio sélido para a quantificacdo de colonias de

micobactérias (teste de CFU).

Os resultados demonstram que nos animais tratados com a doxiciclina
ocorreu reducdo significativa da carga bacteriana nos pulmdes dos
camundongos infectados e tratados com este medicamento, assim como houve
reducdo no tratamento com a 2’2-bipiridina e com o anticorpo monoclonal anti-
Gr-1 em comparacao ao animal infectado com a cepa M299 que néo recebeu
tratamento (Figura 13). Os animais infectados com a cepa H37Rv obtiveram

menor crescimento bacteriano do que os infectados com M299, mas também
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houve reducdo da carga bacteriana quando eles foram tratados com a

doxiciclina.

A carga bacteriana no baco e no figado foi analisada para verificar a
disseminagéo dos bacilos apds a infecgdo pulmonar. Animais infectados com
H37Rv nao tiveram formacdo de coldénias no bagco nem no figado. No bacgo de
animais infectados com M299 que foram tratados com Dox tiveram reducéo do
crescimento bacteriano comparado ao animal néo tratado, mas 0 mesmo nao se
repetiu no tratamento com BP. O crescimento bacteriano no figado foi

semelhante nos grupos tratados e nédo tratados.

104
9
8
7
6
5

CFU log10/g pulmao
CFU log10/g bago
CFU log10/g figado

Figura 13. Carga bacteriana nos pulmdes, baco e figado de camundongos infectados com
cepas Mtb e tratados com farmacos. Os camundongos C57BL/6 foram infectados com 200
bacilli das cepas Mtb H37Rv ou M299 e tratados com Dox, BP a-Gr-1. O numero de CFU/g de
tecido foi avaliado no lobo direito superior pulmonar, baco e figado no dia 28 pi (média + desvio
padrdo, n=6 para pulmdo e n=2 para bago e figado, em triplicata). Diferencas significativas
comparadas entre os grupos de animais infectados e tratados e o grupo dos animais apenas
infectados pela respectiva cepa Mtb, foram indicados com *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
Resultados representativos de pelo menos dois experimentos independentes. NR- néo realizado.

5.2.4. Avaliacdo dos efeitos do tratamento com os farmacos na morbidade

dos animais infectados

Para avaliar a morbidade foi monitorado o peso corporal dos animais e

avaliada a patologia do pulm&o no dia 28 p.i.
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5.2.4.a- Quantificacdo do peso dos animais

A morbidade dos animais com micobactérias patogénicas esta associada
a significativas alteracdes sistémicas, como a diminuicdo do indice de massa
corporal, reducdo da capacidade fisica e deficiéncia respiratoria que levam os
animais a perda do apetite, letargia e estado moribundo na fase terminal da
doenca. E importante ressaltar que a reducéo do indice de massa corporal pode
ser observada na fase avancada da TB humana também. Por isso se faz
necessario o acompanhamento do peso corporal dos camundongos infectados
e dos que foram tratados com os farmacos — inibidores de MMPs ou anticorpo
anti-Gr-1.

O peso dos animais foi avaliado no dia 0 e semanalmente a partir do inicio
do tratamento nos dias 14, 21 e 28 pi. A perda de peso corporal maior do que

25% foi a indicac&o para eutanasia para evitar o sofrimento dos animais.
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Figura 14. Monitoramento do peso corporal dos animais. Os camundongos C57BL/6 foram
infectados com cepas Mtb H37Rv ou M299 e tratados com Dox, BP ou anti-Gr-1 (a-Gr-1). Os
animais foram pesados no dia 0, 14, 21 e 28 pi. O peso obtido no dia 0 foi considerado como
100%. As médias dos valores estéo representados por linhas horizontais. O simbolo * foi utilizado
para indicar as diferencas significativas observadas para os grupos indicados (*p < 0.05).

Resultados representativos de pelo menos trés experimentos independentes.

Observamos perda do peso corporal nos animais infectados pela cepa

hipervirulenta M299 no dia 28 comparado ao dia 0 (p< 0.05), enquanto que 0s
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animais infectados pela cepa H37Rv néo sofreram reducéo do peso durante do
periodo de observacdo. Nos grupos dos animais tratados com Dox e BP foi
observada uma tendéncia da diminuicdo de perda de peso corporal, mas essa
diminuicao néao foi significativa. Ja o tratamento com anticorpo anti-Gr-1 foi capaz

de proteger animais contra perda de peso.

5.2.4.b- Macropatologia dos pulmdes

A caracteristica da patologia pulmonar de camundongos infectados com
cepas de Mtb € a migracao leucocitaria para o local de infeccdo dando inicio a
formacdo do granuloma, seguida pela migracdo linfocitaria. O acumulo do
infiltrado celular e do exsudato liquido associados a pneumonia levam ao
aumento do peso do pulmdo. Sendo assim, podemos correlacionar o peso
pulmonar a extensdo da pneumonia. O peso do pulmao foi quantificado no dia
28 pi. Como foi esperado, os pulmdes de animais infectados com a cepa M299
apresentaram maior aumento do peso em comparacao aos animais infectados
com a cepa menos virulenta H37Rv (p< 0.01). O tratamento com Dox
ligeiramente diminuiu 0 peso do pulmdo nos animais infectados com cepa
H37Rv, entretanto, a diminuig&o foi ndo significativa (Figura 15). J& nos animais
infectados com cepa M299 todos os tratamentos diminuiram o peso do pulméao.
A inibicdo foi um pouco maior no grupo dos animais tratados com anticorpo anti-
Gr-1, entretanto, as diferencas entre os grupos dos animais tratados com

diferentes tratamentos n&o foram significativas.
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Figura 15. Anélise de peso dos pulmd&es de animais infectados e tratados com farmacos.
Camundongos C57BL/6 foram infectados intratraquealmente com as cepas H37Rv ou M299 e
posteriormente tratados com Dox, BP, anti-Gr-1 (a-Gr-1). Camundongos néo infectados foram
utilizados como controle. Os animais foram eutanasiados apos 28 dias de infeccdo. Os pulmdes
foram extraidos e pesados. Resultados estao apresentados como média do peso do pulmao de
cada grupo em gramas + desvio padrdo. Os valores referentes aos grupos dos animais
infectados e tratados, que foram significativamente diferentes em comparacdo com os valores
do grupo dos animais somente infectados pela respectiva cepa Mth, estdo marcados pelo * (p<
0.05), **(p< 0.01) e *** (p<0.0001).

5.2.4.c- Anadlise histopatolégica

A andlise histopatolégica foi feita em secdes de tecidos de pulméao de
camundongos infectados ap6s 28 d pi. A cepa laboratorial H37Rv induziu
formacdo de pequenos granulomas, apresentados na Fig. 16A. O tratamento
destes animais com doxiciclina ndo alterou o carater da patologia, todos os
animais apresentaram pequenos granulomas incipientes nos pulmdes (dados
ndo apresentados). Nos cortes histolégicos dos pulmdes obtidos dos
camundongos infectados com a cepa M299 (Fig.16A) foi observada grande
infiltracdo de células inflamatorias, especialmente de neutrofilos e macréfagos,
gue causaram extensa pneumonia (delineada com linha vermelha tracada) e
com é&rea de necrose central (delineada com linha preta tracada), que foi
marcada com asterisco. Deve-se notar, que as regides do pulméo fora da area
marcada, também ndo estavam aeradas, apresentando exsudato liquido nos
alvéolos. A coloracdo com tricrobmico de Masson (TM), utilizada para visualizar
colageno (corado pela essa técnica na cor azul), demonstrou baixa marcacéo
(Fig. 16E), incluindo nas regibes peribronquiais e perivasculares, que nos
pulmdes de controle apresentaram marcagdo para coldgeno (dados nédo
apresentados). Areas de alveolite, principalmente os alvéolos com infiltrado nas
diferentes fases de morte e degradacao celular, apresentaram numerosos BAAR
corados pelo método Ziehl-Neelsen (ZN) em vermelho (Fig. 161). Grandes
nameros de BAAR extracelulares foram observados também na area de necrose

(dados néo apresentados).

Nos animais que receberam tratamento com doxiciclina (Dox) e 2’2-

bipiridina (BP) foi observada certa reducao de lesbes no pulmao quando
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comparados aos animais infectados que nao receberam tratamento (Fig. 16B e
16C). Foi observada a reducdo das areas necroticas e quantidades de BAAR
também, principalmente nos animais tratados com Dox. O maior efeito na
reducdo da patologia pulmonar foi obtido nos animais tratados com anticorpo
anti-Gr-1 (Fig. 16D). O tratamento com o anticorpo monoclonal anti-Gr-1 reduziu
significativamente o numero de lesbes, a area necrética e o numero de
micobactérias. Vale destacar que os animais tratados com o anticorpo e com
BP foi observada maior intensidade de coloracdo para o colageno.
Diferentemente dos animais nao tratados, estes grupos de animais
apresentaram a formacéao de capsula fibrética em volta da area de necrose (Fig.
16G e 16H), o que sugere menor degradacdo do colageno pelas MMPs nestes

animais.
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Figura 16. Analise histopatolégica dos pulmBes de camundongos C57BL/6
28 dias apods a infecgdo e tratamento com doxiciclina, 2'2-bipiridina e anti-Gr-1. Camundongos
C57BL/6 foram infectados com a cepa M299 e foram tratados com os farmacos. Apds 28 dias da infecgao
3 camundongos de cada grupo foram eutanasiados e os pulmdes submetidos a andlise histolégica. Os
cortes foram corados com hematoxilina-eosina, HE (A - D), tricrémico de Masson , TM (E - H) e Ziehl-
Neelsen, ZN (I - L) e analisados através de microscopia de campo claro. Ampla regido de pneumonia
com area de necrose caseosa central marcada com asterisco (A e E). Setas pretas demonstram capsula
de colageno (G e H). Setas brancas (I - L) demonstram areas de aglomeragédo de micobactérias BAAR
(ampliado nos insertos em J e L). As areas marcadas pelos retangulos pretos (A e C) estdo ampliadas
em | e K, respectivamente (coloragdo ZN). Aumento de 25X, as barras de escala correspondem a 200um,
exceto | e K (aumento de 200X, as barras de escala correspondem a 100um).

5.2.2.d- Morfometria da area de pneumonia e da area de necrose pulmonar

As imagens dos cortes histolégicos do pulmao corados por hematoxilina-
eosina (HE) foram utilizadas para morfometria da area de pneumonia (Figura 17)

e delineamento e quantificacdo da area do foco necrético (Figura 18).

A analise da gravidade do processo inflamat6rio no pulmao (pneumonia)
foi baseada pela quantificacdo da area intra-alveolar aerada, livre de infiltrado
celular ou exsudato liquido associados a pneumonia. A reducéo do espago intra-
alveolar aerado reflete melhor a gravidade da patologia que a quantificacdo da
area de pneumonia composta pelo infiltrado de células inflamatérias que nao
inclui as areas do exsudato liquido de dificil identificacdo nas imagens dos cortes
histoldgicos. A reducdo do espaco intra-alveolar foi determinada como descrito
no capitulo Materiais e Métodos, de acordo com protocolo dos Neres et al. para

a gquantificacdo do espaco intravascular na placenta (Neres et al., 2008).

Os resultados apresentados na Figura 17 demonstram que a infeccéo dos
animais com cepa H37Rv reduziu a &rea aerada do pulm&o cerca de 20%
comparado com animais de controle, enquanto que nos animais infectados com
a cepa hipervirulenta M299 essa reducao foi significativamente maior — de 86%
(p < 0,001). Estes dados demonstram que a cepa M299 causou uma forte
consolidacédo do tecido pulmonar, associada a infiltracdo leucocitaria e ao
acumulo de exsudato liquido em algumas areas. O tratamento dos animais com
Dox diminuiu levemente a reducdo da area aerada, mas essa diminuicédo nao foi
significativa (p> 0.05). Do mesmo modo, o tratamento com BP n&o apresentou

efeito neste parametro. Forte efeito positivo na preservacdo da area intra-
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alveolar aerada foi observado nos animais tratados com anticorpo anti-Gr-1

usado para deplecionar neutrdéfilos e mondcitos Gr-1 positivos.
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Figura 17. Morfometria da area intra-alveolar aerada. Os camundongos foram infectados com
cepas Mtb e tratados com farmacos conforme descrito na legenda da Fig. 5. Os espagos intra-
alveolares aerados foram analisados pelo programa Image J e a porcentagem de reducéo de
area intra-alveolar nos grupos dos animais infectados e tratados relativo aos animais de controle
foi quantificada. Os dados representam média + desvio padrdo das amostras em cada grupo (n
= 3-9). Diferencas significativas comparadas entre os grupos de animais infectados e tratados e
0 grupo dos animais apenas infectados pela respectiva cepa Mtb, foram indicados com *p < 0.05,

***n < 0.001. Resultados representativos de pelo menos trés experimentos independentes.

Para avaliar a area de necrose pulmonar observada nos animais
infectados com a cepa M299, realizamos delineamento da area de leséo,
associada a alveolite causada pela infiltragéo das células (contorno pela linha
vermelha) e do nucleo necrotico formado na regido central da leséo (linha preta),
como demonstrado na Figura 18. As areas de necrose e a area de alveolite foram
medidas, utilizando programa ImageJ. A porcentagem de area de necrose
relativa a area de alveolite foi quantificada, de acordo com as recomendacdes
dos Seimon et al. para a quantificagdo da necrose nas lesdes associadas a
aterosclerose nos vasos (SEIMON et al., 2009).
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Figura 18. Delimitacdo de &reas de pneumonia e de necrose nos cortes histoldgicos. Uma
imagem representativa da sesséo pulmonar corada pela hematoxilina e eosina (aumento de 25
X), obtida do animal infectado pela cepa M299, 28 dias pi. (duas microfotos da mesma sessao
foram mescladas para visualizar a area total da lesdo) A area de pneumonia, que inclui regifes
de alveolite, com forte infiltracdo dos alvéolos e bronquiolos com leucdcitos inflamatdrios,
principalmente neutréfilos e mondcitos foi contornada manualmente pela linha vermelha. A area
de necrose, caracterizada pela morte das células e destruicdo foi contornada pela linha preta.
Areas necroticas incluem as areas de restos nuclear e citoplasmatico (karyorrhectic debris),

marcadas pelas setas, e areas de necrose caseosa. Aumento de 25X.

A quantificagdo da area de alveolite nos animais infectados com a cepa
M299 demonstrou que todos os tipos de tratamento realizados nos animais
reduziram a lesdo causada pela infiltracdo celular. Entretanto, a reducédo
significativa da area de alveolite foi observada somente no grupo tratado com
anticorpo anti-Gr-1 (Fig.19A). Apesar da area de alveolite selecionada nao incluir
regibes de edema (exsudato liquido), que foram incluidos na avaliacdo da area
intra-alveolar aerada (Fig.19), os resultados de ambos os testes foram bem
similares. Ja a quantificacdo da area de necrose demonstrou reducao
significativa do desenvolvimento do nucleo necrotico nas lesdes pulmonares dos
dois grupos de camundongos, que foram tratados com Dox (p< 0.05) (Figura 16).
As regides de necrose, que no grupo dos animais infectados ocuparam 22% da
area total de lesao associada a pneumonia, foram levemente reduzidas nos

animais tratados com a Dox (14% da lesao total) e ainda menores no grupo dos
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animais tratados com o anticorpo (5% da lesédo total). Nao foi observada a

reducdo de extensdo das areas necréticas nos animais tratados com BP.
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Figura 19. Morfometria das areas de alveolite (A) e de necrose (B) nas lesdes patoldgicas
do pulméo. Os camundongos foram infectados com cepa M299 e tratados com farmacos como
esta descrito na legenda da Fig. 5. As areas de necrose e areas de alveolite (pneumonia) foram
delimitadas e quantificadas pelo programa de analise de imagem Image J, como descrito em
Materiais e Métodos. A porcentagem da area de alveolite em cada grupo experimental foi
guantificada com relacéo a area ocupada pela pneumonia (infiltrag&o celular) com o total da area
da sessao pulmonar (A). A porcentagem de area de necrose em cada grupo experimental foi
guantificada como relacéo de area de necrose a area de alveolite (B). Os dados representam
média + desvio padrdo em cada grupo (n= 6-9, 3 animais/grupo, 3 experimentos independentes).
Diferencas significativas comparadas entre os grupos de animais infectados e tratados e o grupo
dos animais apenas infectados foram indicados com *p < 0.05, **p < 0.01.

5.2.2.e- Quantificacdo de leucocitos mieldides recrutados no pulmao

Nos estudos anteriores, nosso grupo demonstrou que a pneumonia
primaria causada pela cepa hipervirulenta M299 esta associada ao recrutamento
de um grande numero de leucoécitos mieldides ao pulméo, principalmente dos
neutroéfilos e mondcitos (RIBEIRO et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017). Avaliamos

efeito dos farmacos em estudo no total de células mieldides CD11b+ no pulméao.
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Os resultados apresentados na Figura 20 demonstram que nos animais
infectados pela cepa hipervirulenta M299 cerca de 60% das células isoladas do
pulméo do dia 28 pi (121,5 + 33,2 x 10°) foram representadas por leucécitos
mieldides (71,3 + 13,4 x 10%), enquanto que nos animais infectados pela cepa
H37Rv a proporcao dessas células no pulméo foi cerca de 27%. A maioria das
células miel6ides no infiltrado inflamatdrio pulmonar nos animais infectados pela
cepa M299 foi composta por fagocitos polimorfonucleares (PMF), incluindo
neutréfilos Ly6G+ (45,3 x 10° células) e as subpopulagées de mondcitos (Mo) e
células dendriticas (DC) (no total 12,8 x 105 células), demonstrando a
prevaléncia de neutréfilos 3,5/1 (PMF/Mo+DC). A relacdo dos neutréfilos e
fagocitos Mo+DC no grupo infectado pela cepa H37Rv foi inversa, com a

prevaléncia de células mononucleares 1/ 3,4 (PMF/Mo+DC).

Nos animais tratados com Dox foi observada uma tendéncia a reducgéo
das células mieldides, mas a redugéo observada ndo foi significativa de acordo
com a metodologia de analise estatistica entre os grupos de valores escolhidos
para este estudo (teste One-way ANOVA e Tukey post hoc test). Entretanto, a
tendéncia a reducdo dos neutréfilos foi maior do que dos outros fagocitos
mononucleares, diminuindo a relagdo entre neutréfilos e Mo+DC até 2,9/1,
comparado com a relacdo 3,5/1 observada no respectivo grupo dos animais

infectados e nédo tratados.

O tratamento com BP também reduziu levemente o niumero de células
mieldides recrutadas ao pulméo, principalmente de mondcitos inflamatoérios (p<

0.05), levando a proporcao entre neutrofilos e fagécitos mononucleares a 2,8/1.

Como era esperado, o maior efeito no numero total de células mieldides
no pulmé&o foi observado nos animais tratados com anticorpo anti-Gr-1, utilizado
para deplecionar células Gr-1-positivas (principalmente neutréfilos e mondcitos
gue expressam altos niveis de Gr-1 na membrana citoplasmatica). Foi observada
reducdo de aproximadamente 18 vezes de neutrofilos e 7 vezes de mondcitos
inflamatorios e de células dendriticas derivadas de monécitos (p<0,0001), mas
ndo de células dendriticas que ndo expressam Ly6C. A relacdo entre neutroéfilos
e fagocitos mononucleares recrutados ao pulmao nos animais deste grupo foi de
1/1,1 (PMF/Mo+DC).
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Células mielodides

-
2 1404 __ 90+
> w
‘; 1204 (=)
g 1004 x 60+ %
o
S e o | N
2 T o 1oy rand B
T 40- (3]
2 @
o 204 5 &4
g \ 8
g 04 0L
4 & S 2 N © + o s & N
»* P o & & & & &
0‘\6 f @L‘ » -@ *'9§ #-' (_,g Q‘f f ¥ ‘@ *@Q ,9.‘
> A Ky & » &
Gate' CD11b+ Neutrofilos __Gate: CD11b+LysG-  Mondcitos inflamatérios
60+ ‘o 15.04
é ';
‘o_ 404 i : 12.5'
x =
- 10.04
204 > =
o 1 % f&l\—ﬁ\ q -
3 & \ %
o 4l \ © 5.04
L N =
3 w
o 24 ©
< 3
0L ampn £ y - 3
(Y - N
4 ﬁb é@‘ & ¢ ¢_Q§ ,9‘5‘% -‘tf P o *é@ & *Q ; “Q s A
Q:&‘ . ¥ 4 : A *'& ‘9 .)‘9
o~ Células dendriticas derivadas de monocitos ii‘e CD11b+LyEG- Células dendriticas
o 41 © 5+
i -
K x
b 34 % “
- -
o 5 3
O 24 (3]
ge) S 24
% , 2
- 19 5,
w » -
= =
3 >
o 0- S 04
o o

Figura 20. Namero de células isoladas dos pulmdes de camundongos infectados com
cepas Mtb e tratados com farmacos aos 28 dias ap6s a infec¢cdo. Camundongos néo
infectados foram utilizados como controles. As células dos pulm&es foram extraidas e marcadas
com anticorpos contra 0os marcadores de leucécitos mieldides. As populacdes de células
mieldides foram identificadas por citometria de fluxo. O nimero de células isoladas do pulméo,
células mieldides CD11b+ e suas subpopulacdes, incluindo neutréfilos (células Ly6G+),
mondcitos inflamatérios (células Ly6CMCD11c-Ly6G-), células dendriticas derivadas de
monécitos  (CD11c+Ly6CMLy6G-) e células dendriticas (CD11c+Ly6C-Ly6G-) foram
guantificados. Os valores apresentados representam as meédias + desvio padrdo, n= 6-8.
Diferencas significativas comparadas entre os grupos de animais infectados e tratados e o grupo
0s animais apenas infectados pela respectiva cepa Mtb, foram indicados com *p < 0.05, **p <

0.01; **p < 0.001. Resultados representativos de pelo menos trés experimentos independentes.
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6- DISCUSSAO

A TB permanece sendo um grande problema de saude publica com alta
taxa de mortalidade entre os individuos infectados. O atual regime de tratamento
da TB é incomodo porque sao utilizados varios medicamentos (entre trés e
quatro) a serem tomados por 6-9 meses. Isto demanda um grande esforco de
sistemas publicos de saude, além de problemas de ndo ades&o ao tratamento,
gerando casos de cepas de Mtb resistentes ao tratamento. Devido a todos estes
desafios, novas estratégias para melhorar o atual regime de tratamento anti-TB
teria grande beneficio em programas de controle em todo o mundo. Além disso,
a resisténcia a multiplos farmacos exerce forte pressdo sobre o sistema de
saude, o que leva a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos
nao soO para conter o bacilo como também para estimular a habilidade natural do

hospedeiro a combater a infeccéo.

Neste trabalho foi investigado o uso de inibidores de metaloproteinases
de matriz incluindo a doxiciclina, Dox (antibiético de amplo espectro, Unico
farmaco aprovado para utilizacdo como inibidor de MMPs em clinica) e a bi-
piridina, BP (composto utilizado para desenvovlimento de inibidores de MMP),
no tratamento da TB experimental severa para avaliar sua influéncia na
patogenia pulmonar necrética da tuberculose induzida nos camundongos por
cepa hipervirulenta de Mtb visando propor uma nova abordagem de tratamento
adjuvante para reduzir a patogenia em casos de TB severa. Nosso grupo de
pesquisa ja havia estabelecido anteriormente que o modelo de infeccdo
intratraqueal de camundongos C57BL/6 com a cepa laboratorial H37Rv induz
uma patologia pulmonar moderada, caracterizada pela formacao de pequenos
granulomas 28 dias pos-infeccéo (p.i.). Enquanto que a patologia induzida por
cepas hipervirulentas, como a cepa M299, promove recrutamento excessivo de
células inflamatérias com acumulo de neutrofilos, além de reacgdo

granulomatosa, no foco da infec¢édo (ALMEIDA et al., 2017).

O tecido pulmonar consiste de varios tipos celulares que expressam
MMPs, como células epiteliais bronquiolar e alveolar, fibroblastos, entre outras.
ApoOs a infeccdo com Mtb, tanto as células de estroma pulmonar como os
leucdcitos que migram para o pulméo, podem produzir altas concentracdes de

MMPs em resposta a bactéria. Em cultura celular, as células extraidas do pulméo
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do animal infectado continuam a secretar as MMPs ex vivo que podem ser
quantificadas no sobrenadante da cultura, utilizando ensaio de zimografia ou
Western blotting. Da mesma forma, as MMPs secretadas por diferentes tipos
celulares no pulmdo podem ser detectadas e quantificadas no lavado

broncoalveolar obtido dos animais infectados.

Na primeira etapa do nosso trabalho, comparamos a atividade e producao
das MMPs no pulméo induzida pelas cepas de alta viruléncia (cepa M299) e
baixa viruléncia (cepa H37Rv). Foram analisadas as MMPs que podem contribuir
para a patologia necrética pulmonar (colagenase MMP-8 e gelatinases MMP-9 e
MMP-2).

Os resultados de zimografia e western blotting (Figura 9) demonstram que
as células dos animais infectados pela cepa M299 (grupo M299) produziram
mais MMP-9 e MMP-8, na sua forma ativa, que as células dos animais infectados
com a cepa laboratorial H37Rv. A diferenca na producdo de MMP-2 foi menos
expressiva. As maiores taxas da producéo de MMP-9 e MMP-8 observadas nos
animais do grupo M299 foram associadas a patologia pulmonar muito mais grave
nestes animais (pneumonia necrotizante) em comparacdo com o grupo H37Rv

(escassos granulomas sélidos).

A andlise imunoistoquimica dos cortes histolégicos de pulmao dos
animais infectados revelou a imunolocalizacdo das células que expressam
MMPs (Figura 10). Os resultados demonstram que ambas as cepas foram
capazes de aumentar a expressao de MMP-2 e do indutor EMMPRIN nas células
do estroma pulmonar e macrofagos alveolares, enquanto que a expressao de
MMP-9 foi observada principalmente nos macrofagos e mondcitos recrutados ao
pulmédo. O acumulo de monécitos/macrofagos no pulméo foi maior nos animais
do grupo M299, aumentando a producéo dessas proteases no local da infeccéo.
As células positivas para MMP-8 (neutrofilos) foram observadas principalmente
nos animais do grupo M299, localizadas em grandes quantidades nas areas de
alveolite. E importante notar que as areas da necrose que foram observadas
somente nas lesdes dos animais M299, apresentaram a marcacao difusa para
todas as MMPs estudadas neste trabalho, confirmando a hipétese que a morte
necrotica das células mieldides producentes de MMPs, principalmente de

neutréfilos, que carregam grandes quantidades de MMP-8, MMP-9 e outras
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proteases nos granulos citoplasmaticos, contribui para o desenvolvimento da
patologia necrotica em vérias doencas (RAY & STETLER-STEVENSON, 1994).

Em pacientes com TB pulmonar grave ou com meningite tuberculosa, o
acumulo dos neutrofilos e a alta expressédo de colagenases MMP-1 e MMP-8,
correlacionam com a gravidade da doenca avaliada por meio dos marcadores
radiologicos de destruicdo tecidual (GREEN et al., 2009; ELKINGTON et al.,
2011, WALKER et al., 2012). Ong et al. observou a partir de amostras de escarro
de pacientes com TB que a destruicdo tissular causada por neutréfilos €
dependente de MMP-8, provando que a infiltracdo excessiva dessas células
provoca efeitos prejudiciais ao hospedeiro (ONG et al., 2014). Foi sugerido que
com a intervencao terapéutica através da inibicdo da atividade dos neutréfilos e
das MMPs in vivo seja possivel reduzir a patologia necrotica, reduzir a

inflamacéo no pulméao, melhorando assim o progndstico da doenca.

A escolha da doxiciclina para a intervencéo terapéutica neste estudo foi
baseada em trabalhos anteriores que demonstram que a utilizagcdo deste
antibiotico pode reduzir o recrutamento dos neutréfilos ao pulméo nos modelos
da infeccdo aguda (MOON A. et al., 2012), além das suas propriedades na
inibicdo de MMPs (FUJITA M. et al., 2007) e dos efeitos anti-micobacterianos
(LOUGHEED et al., 2009)

Além, disso, utilizamos neste trabalho a 2’2-bipiridina, devido as suas
propriedades na inibicdo de MMPs e o anticorpo monoclonal anti-Gr-1 (clone
RB6-8C5), largamente utilizado para deplecionar leucécitos que expressam Gr-
1 na superficie celular, principalmente, os neutrofilos e mondcitos inflamatérios
(DALEY et al., 2008)

O efeito terapéutico destes inibidores foi avaliado tanto no modelo de
camundongos infectados com a cepa laboratorial, que reproduz a patologia
granulomatosa amena no pulmé&o, como no modelo de infeccdo com a cepa
M299, que reproduz a patologia necroética. Analisamos em relacdo a producéo
de MMPs, a carga bacteriana, morbidade, histopatologia e os numeros de

leucdcitos mieldides no pulmao.

Os resultados obtidos demonstram que a Dox foi capaz de reduzir a

producdo da MMP-9 e MMP-8 pelas células do pulméo, o que foi observado tanto
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nos sobrenadantes das culturas das células do pulm&do quanto nos lavados
broncoalveolares. Diferentemente da Dox, a BP fortemente inibiu atividade da
MMP-9, mas nao tinha efeito na MMP-8. O tratamento com anti-Gr-1 para
deplecionar os neutrofilos e mondcitos inflamatorios, principais células
producentes de MMP-9 e MMP-8, também foi eficaz na reducdo das MMPs

produzidas no pulméo.

Interessante, que no ensaio de zimografia, que avalia a clivagem da
gelatina pela forma ativa da gelatinase, n6s observamos a formacéo de dupletes
nas bandas de MMP-9, correspondentes a forma ativa (fragmento da enzima
clivada de menor peso molecular) e a forma de zimogénio no qual o pr6-dominio
cobre a regido catalitica impedindo a interacdo da proteina com o substrato.
Porém, a interacdo tiol-Zinco pode ser rompida de forma néo proteolitica devido
do tratamento da amostra pelo detergente dodecil sulfato de sodio (SDS). Além
disso, em tecidos e em células as MMPs podem se ancorar em outras
macromoléculas levando ao rompimento alostérico da ligacao tiol-zinco. (RA &
PARKS, 2007). De toda forma, os tratamentos pelos farmacos utilizados neste
trabalho, foram capazes de inibir tanto a forma ativa da MMP-9 quanto a

producéo da pro-enzima.

A guantificacdo da carga bacteriana demonstrou que todos os tratamentos
testados foram capazes de inibir o crescimento de Mtb no pulm&o, com a
reducdo dos numeros de CFU por pulméao de 1 a 2 log. No caso dos tratamentos
com a BP e com o anticorpo, a inibicao foi provavelmente indireta, mediada pela
reducado do recrutamento das células mieldides permissiveis para replicacdo de
micobactéria no pulmao, associada ou a deplecao das células (anticorpo anti-Gr-
1) ou a inibicdo de MMP-9 (BP) que contribui com a migragdo dos monocitos. No
caso do tratamento com a Dox, a reducéo da carga bacteriana pode ser mediada
tanto pelo efeito anti-micobacteriano direto, quanto pelo indireto. Nos animais
infectados e tratados com Dox e BP foi avaliada também a carga bacteriana em
figado e bago. Os resultados demonstram que o tratamento com a Dox, mas néao
com a BP, reduziu a disseminacgé&o e o crescimento de Mtb no baco (reducéo de
CFU cerca de 1 log). Nao foi observado efeito na carga bacteriana no figado.
Apesar de a reducdo de CFU observada no pulmé&o e baco ter sido

estatisticamente significativa, comparado com o grupo néo tratado, diante a
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relativamente pequena diferenca no crescimento bacteriano entre os tratados e
nao tratados, a monoterapia com Dox ou BP nao pode substituir a utilizagdo dos
farmacos anti-TB convencionais, de primeira linha. A possibilidade de combinar
o tratamento com Dox ou BP com os farmacos anti-micobacterianos, como a
rifampicina, ainda deve ser estudado, provavelmente tornaria mais eficaz a
reducdo do crescimento micobacteriano, assim como a reducao da patologia,
pelo menos em casos da TB suscetivel a drogas anti-TB da primeira linha.

A avaliacdo da perda de peso corporal dos animais infectados foi utilizada
como um dos indicadores de morbidade. Neste trabalho, os camundongos foram
infectados com a dose de infeccdo um pouco maior (200 bacilos) comparado
com a dose comum (100 bacilos) para induzir a patologia necrética em maioria
dos animais infectados pela cepa hipervirulenta M299. Foi observada uma
significativa perda do peso nos animais infectados por essa cepa no dia 28
comparado ao dia 0 (p< 0.05), sendo que metade dos animais perderam mais
que 25% do peso inicial, que é considerado como a morbidade severa e ha
indicacdo a eutanasia para evitar o sofrimento do animal (o experimento foi
finalizado neste dia). O tratamento dos animais com Dox e com BP reduziu
levemente o peso corporal, mas essa diminuigdo nao foi significativa. Entretanto,
a deplecdo das células Gr-1-positivas, utilizando o anticorpo especifico, foi capaz
de proteger os animais contra a perda de peso, demonstrando que a
hiperinflamagdo associada ao excessivo recrutamento de leucdcitos,
principalmente de neutrdfilos e mondcitos, contribuiu fortemente com a

morbidade.

O peso do pulméo, que representa o principal foco da infeccédo e o
recrutamento de leucdcitos, levando ao desenvolvimento da pneumonia,
também demonstra o grau da morbidade e da patologia. O aumento do peso do
pulméo apos a infecgdo com Mtb esta relacionado ndo somente ao acumulo do
infiltrado celular, mas também ao edema associado a pneumonia. E importante
destacar que todos os tipos de tratamentos utilizados reduziram o peso do

pulméo, demonstrando efeito inibitério na patologia pulmonar.

Para estudar melhor o provavel mecanismo do efeito terapéutico, foi
realizado o estudo histopatologico com morfometria das lesées pulmonares. Os

resultados demonstram que o tratamento com a Dox, diferentemente da BP, foi
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capaz de reduzir o desenvolvimento do nucleo necrotico nas lesdes, apesar da
falta de efeito significativo na redug&o da pneumonia e preservacao da area intra-
alveolar aerada observada nos animais tratados com estes farmacos. Como ja
era esperado, o tratamento com anti-Gr-1 obteve maior eficacia, reduzindo todos
os indicadores patolégicos examinados. Apesar das areas de pneumonia e de
necrose nao terem sido reduzidas nos animais tratados com a BP, os animais
deste grupo, como 0s animais tratados com o anti-Gr-1, apresentaram a
formacdo da capsula fibrética em torno do nucleo necroético formado nas lesdes
pulmonares, que nao foi observada em nenhum dos animais infectados e ndo
tratados. A formacado da capsula fibrética € comum nos granulomas causados
por Mtb ou micobactérias atipicas (KAARTEENAHO-WIIK et al., 2006), e falta da
formacéo de capsula pode servir como sinal da TB mal controlada, associada a
expansao da pneumonia, por exemplo, durante a reativacdo da TB pdos-primaria
(HUNTER, 2018). 0 desenvolvimento do colageno em lesGes pulmonares dos
animais tratados nestes experimentos sugere o desenvolvimento mais lento da
necrose pulmonar o que pode ser associado a inibicdo da producdo de MMPs

observada nos animais destes grupos.

A quantificacdo das subpopulacdes de células mieldides no pulméo em
testes de citometria do fluxo demonstrou uma tendéncia a redu¢cdo do namero
dessas células nos animais tratados com a Dox e com BP, que foi mais
pronunciada em relagdo aos mondcitos inflamatérios, e menor para 0s
neutrdfilos e células dendriticas. Entretanto, a significativa reducéo da producéo
de MMP-8 e MMP-9 nos animais tratados por estes farmacos, e principalmente
pelo anticorpo de deplecédo anti-Gr-1, demonstra que até uma leve reducdo do
namero de neutréfilos e mondcitos inflamatérios recrutados ao pulméo pode ter

efeito benéfico na diminui¢cdo da patologia pulmonar.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a BP, que foi capaz
de inibir a MMP-9, mas que diferentemente da Dox, ndo possui atividade
antibacteriana propria, ndo apresentou efeito na reducdo da patologia. Neste
sentido, o tratamento da TB com BP encontra as mesmas restricdes que outros
inibidores de MMPs.

O efeito do tratamento com a Dox no modelo murino da TB severa nao foi

estudado antes. Um estudo anterior da utilizagdo de Dox no modelo da TB
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experimental em porquinhos da india infectados pela cepa Mtb, que induziu a
infecgao pulmonar crénica com desenvolvimento da necrose intragranulomatosa
apos 8-10 semanas da infecgdo, ndo demonstrou o efeito da Dox na reducéo da
patologia, a pesar do efeito bacteriostatico observado (WALKER et al., 2012). A
diferenca do resultado obtido neste estudo (reducdo de desenvolvimento do
nudcleo necrético na leséo) pode ser associada a diferenca do modelo, sendo que
nés utilizamos o modelo da TB agressiva, de desenvolvimento acelerado da
patologia necrotica pulmonar associado com a hiperviruléncia da bactéria. Estes
resultados sugerem que a utilizacdo da Dox para o tratamento da TB pode
beneficiar mais os pacientes com perfil hiperinflamatério, com patologia necrética
no pulméo associada ao acumulo acelerado de neutrofilos e outras células
inflamatorias. De acordo com essa hipotese, ndo foi observado algum efeito na
morbidade dos animais infectados com a cepa laboratorial H37Rv de baixa

viruléncia que causou desenvolvimento lento da patologia pulmonar escassa.

Nos trabalhos anteriores, o tratamento com Dox apresentou efeito
terapéutico de reducao da patologia em diferentes modelos da injuria do pulméao,
incluindo os modelos da doenca infecciosa, sendo que o efeito na patologia foi
mediado pela inibicdo de MMPs e reducao do acumulo dos neutréfilos (FUJITA
et al., 2007; MOON et al., 2012; NG et al., 2012)

Estes resultados e a observacdo que a Dox apresenta efeito
bacteriostatico na Mtb (WALKER et al., 2012) incentivaram testes clinicos do
tratamento adjunto da TB pulmonar pela Dox. Os primeiros resultados do ensaio
clinico randomizado controlado de fase Il realizado em Singapura foram
publicados recentemente (ONG et al., 2019-poster). Neste estudo foram
incluidos os pacientes com diferentes manifestacoes radiologicas da TB
pulmonar, de larga faixa etaria entre 21 a 70 anos, sem co-morbidades. Os
resultados demonstram que o tratamento dos pacientes (n=15) com Dox por 14
dias em combinagdo com a terapia convencional antibacteriana da TB inibiu
significativamente as quantidades de MMP-1, -8, -9, -12 e MMP-13 no escarro
com concomitante reducdo da degradacgdo de elastina e de colageno tipo I, o
que correlacionou a reducéo posterior de MMP-8 e MMP-9 no plasma (no dia 56
a partir da data de inicio do tratamento), demonstrando o efeito sistémico.

Entretanto, ndo foram observadas alteracfes nos resultados do teste de raio X
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nas eventuais cavidades presentes no pulmdo ou na carga bacteriana do
escarro. Apesar da falta do efeito de tratamento na patologia ja estabelecida no
pulméo, foi observada a reducdo da degradacdo de proteinas da matriz
extracelular que pode contribuir com a prevencdo ou inibicdo do
desenvolvimento de novos focos da necrose no pulméo. De acordo com essa
hipotese, foi observada a inibicdo do desenvolvimento do nucleo necrético nas

lesGes pulmonares em nossos experimentos nos camundongos.

Os resultados obtidos nos modelos animais, que demonstram maior efeito
da Dox na patologia pulmonar em casos da TB pulmonar agressiva, podem
sugerir que a selecdo mais rigorosa de pacientes para a terapia adjunta com a
Dox, selecionando pacientes com o perfil hiperinflamatério (niveis elevados no
sangue dos PMFs, MMPs, proteina C reativa) e a patologia necrotica ou
destrutiva no pulméo (pneumonia tuberculosa, cavernas) pode aumentar o efeito
terapéutico na reducdo da patologia pulmonar. O estabelecimento da
combinacdo de biomarcadores que podem ser utilizados para a selecdo de
pacientes para o tratamento com a doxiciclina, ou com os farmacos anti-
inflamatdrios em geral, deve ser realizado ainda. Atualmente, o tratamento anti-
inflamatério, utilizando corticosteroides, € indicado somente para a meningite
tuberculosa e em casos de IRIS (sindrome inflamatdrio de reconstituicdo imune)
em pacientes com TB e AIDS que recebem a terapia anti-retroviral. Nao foi
observada a melhoria clinica como resultado consistente nos pacientes com TB
pulmonar que receberam o tratamento com corticosteroides (SCHUTZ et al.,
2018), provavelmente por causa da falta de critérios para a selecao de pacientes
neste grupo que podem ser beneficiados pelo tratamento anti-inflamatorio.
Entretanto, em alguns casos especificos da TB pulmonar agressiva, como na
pneumonia tuberculosa necrotizante primaria no paciente adulto sem
imunodeficiéncia (NGUYEN et al., 2019) ou em casos de faléncia respiratoria
aguda associada a TB (YANG et al, 2016), o tratamento adjunto dos pacientes
com corticosteroides foi eficaz, aumentando significativamente a sobrevivéncia -
A utilizacdo da doxiciclina em casos de TB pulmonar grave, principalmente em
casos da TB-MDR mais dificeis para o tratamento, ainda deve ser estudada. O

sinergismo da Dox e alguns novos farmacos, indicados para tratamento da TB-
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MDR, na inibicdo do crescimento de Mtb in vitro (BRUHN et al., 2015), deve

incentivar estes testes.

Em concluséo, os resultados obtidos neste trabalho demonstram o efeito
moderado da Dox na reducdo das lesbGes patolégicos no pulmdo, que foi
observado principalmente na reducao da patologia necrotica. A utilizacdo deste
antibiotico em combinacdo com os farmacos anti-TB convencionais pode
aumentar o efeito terapéutico, diminuindo o crescimento micobacteriano e
reduzindo o desenvolvimento da patologia necrética, que por sua vez, pode
melhorar a eliminagéo de Mtb e reduzir o tempo de tratamento anti-TB, j& que a
necrose reduz a eficacia do tratamento medicamentoso. Planejamos realizar os
testes da terapia adjunta da Dox, em combinacdo com diferentes farmacos anti-

TB convencionais e novos em nossos trabalhos futuros.
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7- CONCLUSOES

1. As cepas de Mtb aumentam a producao de MMPs (gelatinases MMP-9 e MMP-
2 e da colagenase MMP-8) no pulméo dos camundongos infectados, sendo que
a cepa de maior viruléncia induz a producéo significativamente maior comparado

com a cepa laboratorial, de menor viruléncia;

2. A analise imunoistoquimica do pulmao no dia 28 pos-infeccdo demonstrou,
que as gelatinases MMP-9 e MMP-2, como seu indutor EMMPRIN, foram
expressas e produzidas principalmente pelas células do parénquima (epitélio
alveolar e bronquiolar, paredes alveolares), macrofagos alveolares e mondcitos

recrutados ao pulmao, enquanto a MMP-8 foi expressa por neutrofilos;

3. Os focos de necrose caseosa, desenvolvidos na regido central das areas de
alveolite associadas a infiltracdo intra-alveolar de células mielbides -
producentes de MMPs, foram marcados com MMP-9, MMP-2 e MMP-8 na
imunoistoquimica, sugerindo que a morte dessas células e liberacdo de MMPs

ativas contribuiu para o desenvolvimento da necrose;

4. O tratamento dos animais com Dox e com anticorpo monoclonal anti-Gr-1
reduziu a producdo das MMP-9, MMP-2 e MMP-8 no pulmao, enquanto que o
tratamento com BP inibiu seletivamente as gelatinases, sem efeito significativo
na MMP-8;

5. O tratamento dos animais com Dox, BP e com o anticorpo anti-Gr-1 reduziu
o recrutamento de monacitos inflamatérios e de neutrofilos ao pulméo, que foi

particularmente menor nos animais tratados com anti-Gr-1;

6. A reducédo do recrutamento de mondcitos e neutrofilos ao pulméo, que sdo
células permissiveis para o crescimento de micobactérias fagocitadas, reduziu
indiretamente a carga bacteriana no pulméo, o que néao exclui o efeito direto da

Dox na eliminacdo de micobactéria;
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7. Os tratamentos dos animais com os farmacos utilizados neste trabalho
reduziram o peso do pulmao que foi significativamente maior no grupo dos
animais infectados pela cepa M299 e nao tratados, sugerindo a reducao da

inflamacé&o e da patologia nos animais tratados;

8. A maior taxa de reducao da patologia pulmonar foi observada nos animais
tratados com o anticorpo anti-Gr-1, que efetivamente deplecionou as células Gr-

1, reduzindo a migracao de neutrofilos e de mondcitos inflamatérios ao pulmao;

9. O tratamento com Dox foi capaz de reduzir o desenvolvimento da necrose
nas lesdes, mas ndo diminuiu significativamente a area envolvida na pneumonia,
demonstrando um efeito moderado na reducéo da patologia comparado com o

efeito da deplecao celular com anti-Gr-1.
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