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RESUMO

Nesta tese foram avaliados varios aspectos da tuberculose bovina e do
Mycobacterium bovis. Primeiro caracterizou-se a imunogenicidade do MPT-51,
Ag 85 e BCG em ensaio imunoenzimatico, onde foram utilizadas 208 amostras
de soro de animais TTI positivo e 54 amostras de bovinos negativos. O BCG-M.
bovis e o Ag 85 foram fortemente reconhecidos pelos anticorpos dos bovinos
naturalmente infectados. Segundo correlaciounou-se o estado clinico do animal
a positividade ao teste intradérmico, com a producgédo especifica de IL-4 por
linfécitos TCD4" e TCD8" e a produgdo de 6xido nitrico por macrofagos do
sangue periférico de bovinos naturalmente infectados com tuberculose. Foi
observado que os bovinos TTI positivos apresentaram células CD4"IL-4"
especificas para extrato protéico de M. bovis-BCG. Observaram-se altos niveis
basais de linfocitos TCD8'IL-4" independente de estimulos nos animais
reatores. Quando as culturas foram estimuladas com extrato protéico de BCG,
nao houve diferenca quanto a produgcdo de NO. Os bovinos tuberculosos,
naturalmente infectados, apresentaram células TCD4'IL4" especificas para M.
bovis-BCG, preservando a produgcdo de NO pelos macréfagos. Finalmente, a
imunogenicidade do MPT-51 como vacina de sub-unidade protéica foi avaliada
em camundongos BALB/c, testando o MPT-51 com dois adjuvantes, o
incompleto de Freund e o CpG DNA. Os camundongos foram imunizados e
posteriormente desafiados com M. tuberculosis. No pulméo, a imunizagao com
antigeno rMPT-51 a 20ug/ml + adjuvantes de Freund Incompleto e CpG DNA
induziu aumento da migragéo de células TCD5'IFN-+" especificas para o MPT-
51 para o local da infec¢cdo, quando comparados com o controle (p<0,05). O
MPT-51+CpG DNA, apresentou melhor desempenho dentre os esquemas de
vacinacéo adotados, devido a capacidade de estimular a produg¢ao de células
TCD5'IFN-¥" e a diminuicdo da carga bacteriana, preservando assim a

integridade funcional do pulmao dos camundongos, quando desafiados.

Palavras-chave Antigenos recombinantes, BCG, bovino, diagndstico,
tuberculose, vacina



Xiii
ABSTRACT

Several aspects of the bovine tuberculosis were analyzed in this study. The
immunogenicity of recombinant MPT-51 (rMPT-51), Ag-85 and M. bovis-BCG
were characterized in an immunosorbent assay, where 208 serum samples
from positive intradermal tuberculin test (ITT) animals and 54 serum samples
from ITT negative animals where analyzed. M. bovis-BCG and Ag-85 were
strongly recognized by antibodies from naturally infected cattle. Additionally, the
clinical status of the animals were correlated with the ITT positivity, with the
specific production of IL-4 by TCD4 and TCD8 positive lymphocytes, and with
nitric oxide (NO) production by macrophages from naturally tuberculosis
infected bovine peripheral blood. ITT positive animals showed TCD4"1L4" cells
specific to M. bovis-BCG extract. High background levels of TCD8'IL-4"
lymphocytes were observed in ITT positive animals independent of the stimuli.
When cell cultures where stimulated with M. bovis-BCG protein extract, there
was no observed difference in NO production between the groups. Naturally
tuberculosis infected bovine presented TCD4'IL4" cells specific for M. bovis-
BCG and a preserved NO production. Finnally, the immunogenicity of rMPT-51
use as a proteic sub-unit vaccine was evaluated in BALB/c mice, with two
different adjuvants, incomplete Freund and CpG DNA. For this, mice were
immunized and challenged with M. tuberculosis. Immunization with rMPT-51
antigen and either adjuvant induced, in the lungs, a migration increase of
TCD5IFNy" cells specific for rMPT-51, when compared to controls (P<0.05).
rMPT-51 plus CpG DNA presented a better performance among the different
vaccination schemes tested, in part due to the ability of stiulate TCD5"IFN+"
cells and hampering the bacterial load, thus preserving the functional integrity of

challenged mice lungs.

Key-words: Recombinant antigens, BCG, bovine, diagnostic, tuberculosis,
vaccine



CAPIiTULO 1- CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A tuberculose é uma das mais antigas enfermidades conhecidas e
até os dias atuais continua ameacando a saude do homem e dos animais.
Sabe-se que um terco da populacdo mundial esta infectada pelo Micobacterium
tuberculosis e estima-se que a cada ano ocorre oito milhbes de novos casos,
causando 3 milhdes de mortes em humanos e infeccado de 300 milhdes de
bovinos.

Para controle e erradicacdo dessa enfermidade dos rebanhos
bovinos mundiais e diminuicdo do risco potencial a saude humana, séo
necessarios diagnosticos e métodos preventivos eficazes além de abate dos
animais reagentes. Nesse sentido, requer-se um amplo conhecimento da
resposta imunolégica ao Mycobacterium bovis, pois, a forma pela qual a
resposta imune esta envolvida no progresso da doenca é crucial para a
compreensao da tuberculose bovina.

A partir do estudo da resposta imune a tuberculose e principalmente
devido a falta de praticidade e elevado numero de resultados falso-positivo e
falso-negativo do teste intradérmico de tuberculina (TTI), pesquisamos um teste
baseado na resposta imune humoral. O ensaio imunoenzimatico utilizou trés
antigenos para aplicagdo no diagnéstico da tuberculose bovina.

Uma vez que a protecao a infecgao € realizada principalmente pela
resposta imune celular, estudou-se também as células TCD4IL-4" e TCD8"IL-
4" e a producdo de oxido nitrico pelas células mononucleares para
compreensao da fungéo dessas células e moléculas durante a enfermidade.

Entendendo-se a necessidade de controlar a tuberculose antes da
sua instalacao nos individuos realizou-se um protocolo de vacinag¢ao utilizando-
se uma subunidade protéica, o MPT-51, adicionada a dois adjuvantes com o
propésito de avaliar o controle da infeccdo quando os camundongos eram
desafiados com Mycobacterium tuberculosis e com perspectivas de aplicar
esse protocolo de imunizagdo em bovinos e humanos no combate da

tuberculose nos animais e em humanos.



2 Aspectos gerais sobre tuberculose bovina

A tuberculose bovina (TB bovina) € uma enfermidade crénica
caracterizada por lesbes granulomatosas, associadas principalmente ao trato
respiratorio e aos linfonodos (NEILL et al., 1994).

A doenca é causada por Mycobacterium bovis (M. bovis) e possui
distribuicdo mundial, ocorrendo principalmente em paises em desenvolvimento
e em criagbes intensivas, como em rebanho leiteiro. BELCHIOR (2001)
encontraram prevaléncia geral de 5% de rebanhos positivos e 0,8% de animais
positivos para tuberculose bovina no estado de Minas Gerais. A maior
freqiéncia de casos de tuberculose bovina concentra-se na América do Sul,
que também detém a maior populagdo bovina. Na América Latina e Caribe
existem aproximadamente 300 milhdes desses animais, dos quais 73,7% estao
alojados em areas com prevaléncia de tuberculose maior do que 1%. Estima-se
que o Brasil e a Argentina juntos possuam 3,5 milhdes de bovinos infectados
pelo bacilo da tuberculose, espalhados por todo o territério, 0 que representa
quase 2% da populagao existente nesta area (KANTOR & RITACCO, 1994).

Atualmente ja se encontra em execucdo o Programa Nacional de
Controle e Erradicacédo de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), cujo objetivo &€
diminuir o impacto negativo dessa zoonose e promover a competitividade da
pecuaria nacional. J4 que de acordo com as notificagbes oficiais, o pais ainda
mantém uma prevaléncia média nacional de 1,3% (no periodo de 1989 a 1998).
Nao existem dados oficiais acerca da prevaléncia da tuberculose em dias
atuais no Estado de Goias (LAGE et al., 2006).

Ao avaliar os principais fatores de risco associados a tuberculose
bovina, GONCALVES (1998) citou o confinamento de animais por longos
periodos e o intenso transito de bovinos para a compra e venda desses
animais.

O diagnoéstico dessa enfermidade pode ser feito in vivo pelo exame
clinico e o teste tuberculinico intradérmico; ou post-mortem por exames
histopatolégico e bacterioldgico, que incluem isolamento do agente por técnicas
padrées e avancadas (HAAGSMA, 1995). Até o presente, segundo o Manual
Técnico do PNCEBT (2006) o diagnéstico padréao para a tuberculose bovina € o

TTI, cujo principio € avaliar a resposta de hipersensibilidade tardia mediada por



linfocitos T sensibilizados, em animais previamente expostos ao bacilo da
tuberculose.

A principal via de infecgdo dos bovinos adultos é através da inalagéo
de particulas de aerosol e a via digestiva é o principal mecanismo de
contaminagdo dos bezerros (LAGE et al., 2006), no entanto, o processo da
exposicédo ao bacilo e o desenvolvimento da doenga n&o estdo totalmente
esclarecidos (POLLOCK, et al., 2006).

Quando a via de infeccao ocorre pelo trato respiratério, por meio de
aerossois, o pulmdo é o 6rgao primeiramente atingido, assim como o0s
linfonodos regionais. Na primo infeccao pulmonar os bacilos se alojam no
tecido, promovendo uma reacdo inflamatéria, denominada pneumonia. A
doencga se instala basicamente nos pulmées, formando nédulos caseosos, de
tamanhos variados, atingindo todo o parénquima pulmonar e formando lesbes
cavitarias. Quando a resisténcia organica do animal é baixa ocorre
disseminagao do agente pelo parénquima pulmonar, por via aérea ou pela via
hematogena, alcangando os linfonodos regionais e formando metastases em
outros 6rgaos. No foco inicial ocorre infiltracéo celular, necrose de caseificagdo
e circunscrigdo da lesdo, que pode evoluir para resolu¢do e calcificagcdo. Ja
quando a penetragao do bacilo é pela via digestiva, a les&o inicial se da no sitio
de entrada, principalmente nos linfonodos faringeos e mesentéricos.
Entretanto, pode atingir praticamente todos os 6rgaos quando ocorre a
generalizagao do processo (PRITCHARD, 1988; O'REILLY & DABORN, 1995).

Apobs a infecgdo por M. bovis observa-se na lesdo uma infiltracao de
células mononucleares, incluindo macréfagos e linfocitos (CASSIDY et al
2001). Sendo que os macrofagos séo as primeiras células onde ocorre o
crescimento intracelular de M. bovis, seguido pela deposicdo do bacilo na
superficie respiratéria, posteriormente outras células do sistema imune inato e
adquirido s&o envolvidas (NEILL et al., 2001).

Quanto a associagédo da resposta imune e o desenvolvimento da
enfermidade, o comeco da resposta imune celular esta associado com o
desenvolvimento de lesdes visiveis. A progressao de lesédo esta associada com
o elevado potencial de transmissdo da doenca (CASSIDY et al., 1998;
McCORRY et al., 2005).



3 Aspectos gerais da resposta imune em tuberculose bovina

A resposta imune ao M. bovis é uma complexa interacdo entre
patbgeno-hospedeiro e o conhecimento detalhado dessa interacdo, nos
bovinos naturalmente infectados, é limitado. Alguns estudos da resposta imune
tém sido realizados em modelos experimentais (BOOM, 1996; POLLOCK et al.,
2001).

Estudos imunohistolégicos de lesbes granulomatosas em bovinos,
causados pela infeccao experimental de M. bovis, indicam que as células T s&o
as primeiras células envolvidas nessa reacao (CASSIDY et al.,, 2001).
POLLOCK et al. (2001) afirmaram que a resposta imune mediada por células é
importante tanto nos animais natural quanto nos experimentalmente infectados.

Segundo POLLOCK et al. (1996), todos os tipos de linfocitos T (¢,
CD4 e CD8) estdo envolvidos na resposta imune anti-micobacteriana nos
bovinos. Os autores acrescentaram ainda que a importancia da defesa contra
patdbgenos intracelulares é estabelecida na resposta imune Th1 que é
caracterizada pela producdo de IFN-y, cuja presengca é essencial para a
ativacao da fungao microbicida de macréfagos.

Nos bovinos infectados com M. bovis, as células TCD4" de memoéria
sdo a populacao celular dominante na produgao de IFN-y, que levam a ativacao
de macrdfagos com capacidade anti-microbiana. As células TCD8" de memoria
também tém sido identificadas como importantes produtoras de IFN-+ (HOPE et
al., 2000; SMYTH et al., 2001), além de estarem envolvidas na lise de células
infectadas (LIEBANA et al., 2000; SKINNER et al., 2003). Segundo SMYTH et
al. (2001), as células Ty& sdo também fonte potencial de IFN-y, apesar de
menor liberagdo quando comparadas aos linfocitos TCD4". Entretanto ha
evidéncias de que os linfécitos Ty fagam uma ligagéo entre o sistema imune
inato e o adaptativo (KENNEDY et al., 2002). Segundo POLLOCK et al. (1996)
e CASSIDY et al. (2001), os linfocitos T-#i estdo presentes no estagio inicial da
infeccéo e no inicio da formagéo da lesdo granulomatosa.

Apesar do predominio da resposta imune celular, existem pesquisas
importantes quanto a participacdo da resposta imune humoral (FIFIS et al.,
1994; LYASHCHENKO et al., 1998). Segundo LYASHCHENKO et al. (1998), a



resposta imune humoral de bovinos experimentalmente infectados, envolve
multiplos antigenos que s&o reconhecidos pelos animais em diferentes estagios
da doenca.

As citocinas exercem papel importante na determinacéo da resposta
imune a infeccdo. MOSMANN & COFFMAN (1989) afirmaram existir o
paradigma da resposta Th1/Th2. Segundo os autores, a diferenga no perfil das
citocinas deve-se a indugéo de diferentes aspectos do sistema imune. Nesse
sentido, tem sido postulado que durante os estagios iniciais de infecgbes
micobacterianas, ha a predominancia da resposta imune mediada por células;
no entanto, com o progresso da doenga pode ser observada uma alteragao da
relacdo Th1/Th2, que se associa a uma fase onde a producao de anticorpos é
predominante (Figura 1) (RITACCO et al., 1991).
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Figura 1: Representacdo dindmica da resposta imune de bovinos ao
M. bovis. A resposta imune mediada por células
desenvolve-se inicialmente e a humoral apresenta-se com o
aumento da carga bacilar.

Fonte: Adaptado de POLOCK & NEILL (2002).



4 Resposta imune inata a infecgao por Mycobacterium bovis

ApOs o bacilo entrar e ultrapassar as barreiras fisicas do trato
respiratério, os macroéfagos alveolares fagocitam as micobactérias e
geralmente as destroem, dependendo da capacidade microbicida intrinseca
dos fagdcitos do hospedeiro e ainda dos fatores de viruléncia dos bacilos
ingeridos. As micobactérias que escapam da destruicdo intracelular se
multiplicardo, causando a ruptura dos macrofagos. Esse evento culminara com
a infiltracdo de células inflamatérias no tecido pulmonar e crescimento de
bacilos nos mondécitos (FLINN et al., 2001; VAN CREVEL et al., 2002).

A endocitose dos bacilos da tuberculose envolve muitos receptores
que podem se ligar a micobactéria ndo opsonizada ou reconhecer opsoninas
na superficie do bacilo (SCHLESINGER, 1993; HIRSCH et al., 1994; ADEREM
& UNDERHILL, 1999)

Os receptores Toll-ike sdo mediadores da imunidade inata
filogeneticamente  conservados essenciais para o reconhecimento
micobacteriano em macrofagos e células dendriticas, que tem fungdo de
ativacdo dos fagocitos. Entretanto, a interacdo entre Mycobacterium sp. e
macrofagos é complexa (FLYNN et al., 2001). Estudos in vitro usando TLR2
e/ou TLR4 expressos em macrofagos, relataram evidéncias de que as células
sdo ativadas via tais receptores independente da CD14 (MEANS et al., 1999).

Varios componentes micobacterianos, incluindo AraLAM (complexo
micolilarabinogalactan-peptidioglicano) e lipidio total de micobacteria podem
ativar macrofagos a produzirem TNF-z dependente de TLR2 (ADEREM &
UNDERHILL et al., 1999).

Os macrofagos e células dendriticas sao células envolvidas na
resposta imune inata a micobactéria. Essas sdo as células responsaveis pela
apresentacao do antigeno e assim para o inicio da imunidade adaptativa. As
primeiras moléculas de MHC Il apresentam a proteina micobacteriana para a
célula TCD4" antigeno especifica. A molécula de MHC | apresenta para os
linfocitos TCD8™ antigeno especifica (MAZZACCARO et al.,1996; GELUK et al.,
2000; CHO et al., 2000).



5 Resposta imune efetora a infecgao por Mycobacterium bovis

A resposta ao patégeno bacteriano intracelular, tal como ocorre com
o Mpycobacterium sp. € denominada de hipersensibilidade tardia ou
hipesensibilidade do tipo IV (DANNENBERG, 1993).

Os macrofagos interagem com a bactéria e se ativam produzindo
quimiocinas e citocinas, as quais tém potencial para controlar infecgbes
micobacterianas. A partir dessa interagdo o bacilo pode ser destruido e
eliminado do hospedeiro ou ainda tornar-se quiescente. Nesse caso, podera
levar ao desenvolvimento de tuberculose ativa ou ser reativado da dorméncia
em estagios futuros oportunos (WELSH et al., 2005).

As células T respondem aos antigenos micobacterianos com
expanséo clonal, levando ao desenvolvimento de populagdes celulares de
memoria (MONAGAHAN et al., 1994). A partir dessa etapa ocorre a liberagéo
de citocinas tais como interleucina-2 (IL-2), TNF-wx, interleucina-12 (IL-12) e
IFN-+ que sao responsaveis pela ativacdo de macréfagos (WOQOD et al., 1991;
O’NULLAIN et al., 1997).

Acreditava-se que somente os peptideos derivados de proteinas de
Mycobacterium sp, eram apresentados as células T, em moléculas de
complexo de histocopatibilidade principal de classe | ou Il (MHC | ou II).
Entretanto, tem-se demonstrado que estruturas nao protéicas como lipideos
micobacterianos, podem ser reconhecidos pelas células T de humanos em
moléculas de MHC n&o polimérficas como CD1 (PORCELLI et al., 1992;
ROSAT et al.,, 1999). Essa via diferente para apresentacdo de antigenos
micobacterianos, ainda necessita de maiores estudos nos bovinos.

A imunidade mediada por células € de grande importadncia no
controle de patogenos intracelulares. Na tuberculose, a fungéo de protecéo tem
sido atribuida as células TCD4", TCD8" e Ty (FLYNN & CHAN, 2001). Esse
papel tem sido comprovado a partir de experimentos em camundongos, nos
quais se observou que animais em que linfocitos TCD4+ e TCD8" eram
ausentes apresentam maior susceptiveis a infeccdo por M. tuberculosis
(BEHAR et al., 1999; CARUSO et al., 1999; FLYNN & CHAN, 2001).



Quanto a cinética dos linfécitos na resposta imune celular ao M.
bovis, em animais experimentalmente infectados, existe o envolvimento, a
principio de células T+& posteriormente linfocitos TCD4™ e nas infecgbes
cronicas ha participacdo proeminente do linfocito TCD8" (POLLOCK et al.,
1996). Em camundongos, uma semana apos a infecgdo com M. tuberculosis, o
nimero de linfocitos TCD4" e TCD8" aumenta nos linfonodos associados ao
pulmé&o, demonstrando que as duas células envolvidas devem atuar nas fases
iniciais da infecgdo (FLYNN & CHAN, 2001).

JOARDAR et al. (2002) estudaram a dindmica da resposta immune
mediada por células a tuberculose bovina e observaram que a resposta é maior
entre a 92, e 20%, semanas pos-infecgdo. A presenca inicial das células T+ foi
seguida pela predominancia de TCD4" e finalmente pelas TCD8". A atividade
efetora dos linfécitos foi observada durante a 92 e 202 semanas. Ja a resposta
citotoxica foi evidente na 122 semana pos-infeccdo. A cinética das citocinas
liberadas quando avaliadas in vitro tais como a IL-2 e IFN-y, elevaram-se entre
a 92 e 20 semanas pos-infecgéo.

Quanto a quantidade de bacilos necessaria para causar lesao,
McCORRY et al. (2005) estudaram dois grupos de bovinos, sendo um grupo de
bezerros infectado com elevada dose (10° CFU) e outro grupo com baixa dose
(10°CFU) de M. bovis. Decorridos 6 meses apds a infeccdo, os animais foram
sacrificados e submetidos ao exame post-mortem. Para cada animal foi
atribuido um escore, baseado na existéncia das alteracbées patologicas. Os
animais infectados com altas doses tiveram maior escore e desses, 18% foram
positivos para M. bovis quando realizou-se swab nasal e posterior isolamento
do microorganismo.

A caracterizagédo do desenvolvimento de alteragdes patologicas nos
bovinos foi estudada por CASSIDY et al. (1999), infectando bovinos jovens
experimentalmente com M. bovis. Varios parametros de desenvolvimento da
resposta imune celular em diferentes estagios da doenca foram observados.
Segundo os autores, a producédo do IFN-» foi anterior ao desenvolvimento da
resposta proliferativa dos linfécitos e a primeira lesdo granulomatosa foi

evidente apds a resposta proliferativa dos linfécitos.



5.1 Subpopulacées de células T envolvidas na tuberculose bovina

Estudos direcionados a tuberculose humana e em modelos murinos
de infeccao tém indicado que diversas subpopulagdes de células T apresentam
fungbes importantes, na resposta imune anti-micobacteriana (POLLOCK et al.,
2001). As células TCD4", MHC Il restritas, tem sido consideradas células chave
na resposta imune micobacteriana. Entretanto, as células TCD8" e MHC |
restritas, também apresentaram funcdo protetora contra esse tipo de
microorganismos (BEHAR et al., 1999). Os linfécitos TCD4" e TCD8"
expressam receptores de antigenos wf (KUNG, 1987). Nenhuma dessas
subpopulagdes de linfécitos T podera repor a fungédo anti-micobacteriana de
outras (CARUSO et al., 1999).

Nos bovinos, tem sido designada uma terceira subpopulacdo de
linfécitos, o T+, que desempenha importante funcdo de protecdo contra
agentes mycobacterianos (VESOSKI et al., 2004). Esses linfocitos sdo CD3" e
expressam TCR 5 (BRENNER et al., 1986; KUNG, 1987).

5.1.1 Linfécitos TCD4*

Segundo LIEBANA et al. (1999), as células TCD4" de bovinos
infectados por M. bovis proliferam na presenca de antigenos micobacterianos.
Essas células produzem citocinas, que ativam macrofagos infectados para
destruir a bactéria intracelular.

Outra possivel fungéo dos linfocitos TCD4" é a sua atividade citolitica
contra mondcitos infectados com micobactérias, sendo esta ja observada em
humanos e em camundongos (TAN et al., 1997). Contudo, esse mecanismo
efetor ainda néo é conclusivo com dados obtidos a partir de estudo nos bovinos
(LIEBANA et al., 2000). SKINNER et al. (2003) avaliaram a atividade citolitica
dos linfécitos T na defesa contra infeccdo na tuberculose bovina. Os autores
observaram que as células citoliticas possuem habilidade especifica para lisar
macrofagos infectados com M. bovis, entretanto, os principais linfécitos com tal
atividade foram os TCD8".

Quanto a avaliacdo da ativacdo de células TCD4" em infeccéo
tuberculosa, sabe-se que em camundongos, as células TCD4" que estéo

presentes no local da infeccdo por M. tuberculosis, possuem um fendtipo
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ativado, definido pelo aumento da expressdao de CD25, CD44 e CD69 e
diminuicado da expressao de CD62L (ANDERSEN & SMELEGAARD, 2000
JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2005). Nos bovinos, em resposta ao derivado de
proteina purificada (PPD), células TCD4" infectadas por M. bovis apresentam
também CD25 e CD44 e diminuem a expressao de CD62L.

5.1.2 Linfécitos TCD8"

Assim como os linfocitos TCD4", os TCD8" de bovinos infectados
por M. bovis proliferam significativamente na presengca de antigenos
micobacterianos, entretanto, essas células respondem ndo apenas ao M. bovis
intacto, mas também ao seu antigeno soltvel (LIEBANA et al., 1999).

A principal fungéo efetora dos linfocitos TCD8" é a lise de células
infectadas, o que resulta na liberagdo do patégeno no ambiente extra-celular.
Posteriormente, a bactéria podera ser apreendida e destruida por macréfagos
recém ativados (KAUFMANN, 1998).

Estudos realizados por VILLARREAL-RAMOS et al. (2003)
demonstraram que as células TCD8+ desempenham relevante fungdo na
resposta ao M. bovis, na secrecao de IFN-». Essa citocina é crucial na ativagéo
de macrofagos e este por sua vez tem acdo importante no desfecho da
tuberculose, ou seja, na formagdo do granuloma e no controle do crescimento
micobacteriano (VILLARREAL-RAMOS et al., 2003).

Estudos realizados por DELIBERO et al. (1988) demonstraram que
as células T CD8+ podem induzir atividade tuberculostatica nos macréfagos da
medula 6ssea. O papel funcional dos CTLs na imunidade contra infec¢des
intracelulares € o de matar as células infectadas via granulo-exocitose, que
pode liberar uma ou mais moléculas efetoras com a capacidade de matar
diretamente o patégeno microbiano intracelular (STENGER & MODLIN, 1999);
ou seja, as células TCD8" liberam granulosimas dentro dos macrofagos
infectados seguido de perforina, que podera destruir a célula hospedeira e
posteriormente matar a micobactéria (STENGER et al., 1998). Entretanto,
durante este mecanismo, mais macréfagos sado ativados, induzindo maior
atividade litica do T CD8+. Nesse aspecto, VILLARREAL-RAMOS et al. (2003)
alertaram quanto ao efeito deletério dessas células, pois o aumento da carga

bacteriana podera levar a destruicéo tecidual.
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5.1.3 Linfécitos T+

Os linfocitos Twa sdo proporcionalmente os mais numerosos dentre
as células mononucleares do sangue periférico dos ruminantes (SMYTH et al.,
2001). Constituem aproximadamente 75% da populagao circulante em animais
jovens e 40% nos animais adultos (MACKAY & HEIN, 1989). Em humanos
essas células T se constituem apenas 7% e nos camundongos 2 a 3% da
papulacao total (ITOHARA et al., 1989).

Uma caracteristica importante desse TCR (%) em ruminantes é que
a maioria desses receptores expressa apenas uma molécula de superficie,
identificada como WC1 (MORRISON & DAVIS, 1991; WJINGAARD et al.,
1992) a qual n&o € expressa em linfocitos T+5 de humanos e camundongos
(SMYTH et al.,, 2001). Segundo MACHUGH et al. (1997) quando alguns
linfécitos Ty sdo WC1 negativos, expressam CD2 e CD8 e apresentam o
fendtipo WC12CD21CD81/2. A porcao extracelular dessa molécula possui 11
dominios ricos em cisteina (WJINGAARD et al., 1992).

Ha indicios de que WC1 esteja envolvido no recrutamento de células
para a formacdo do granuloma em tuberculose (LIEBANA et al., 1999;
POLLOCK et al., 2001). Apesar da precisa funcédo do WC1 e até mesmo dos
linfébcitos Tw& ainda nao estarem totalmente estudados, sabe-se que
desempenham func¢ao citotoxica em resposta a mitégenos, parasitas, antigenos
bacterianos e virais (CHIODINI & DAVIS, 1992; AMADORI et al., 1995;
COLLINS et al, 1996), dentre essas fungdes, inclui-se a defesa contra M. bovis
(POLLOCK et al., 1996; SMYTH et al., 2001).

Estudo realizado por SMYTH et al., (2001), comparou a resposta in
vitro de linfécitos Tex[t e T+ ao M. bovis. Neste, observou-se que 24 horas apos
a exposigcao de antigenos de M. bovis, a maioria das células T#& de animais
infectados tornou-se altamente ativada, comparado a baixa propor¢céo de
ativacao da populagao de linfécitos Tt No estudo da cinética dessa resposta,
as células T+ estiveram ativadas durante os sete dias de cultivo, enquanto os
T declinaram durante esse periodo. Além disso, em comparagdo com o0 que
foi encontrado para as células T CD4", observou-se que os antigenos de M.
bovis induzem a proliferacdo celular, mas relativamente pouca liberacdo de

IFN-¥ pelas células T+ WC11 purificadas.
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RHODES et al. (2001) descreveram a resposta proliferativa e o
efeito imunomodulatério do linfécito T+4 a antigenos protéicos de M. bovis.
Segundo os autores, a proliferacdo de células T+5 na presenca de antigenos
como PPD-A M, PPD-M, ESAT-6, 6 kDa, Ag85, lipoproteina glicosilada 38
kDa, MPB64, MPB70, MPB83, HSP16.1, HSP65, HSP70, produziu elevados
niveis de IFN-y e TGF-J}, entretanto, ndo produziu IL-2. Os autores
acrescentaram ainda que ocorra supressao do efeito do T+ quando ha
resposta simultdnea de outras células como o linfécito Tefi pois, com a
deplecéo do T+5 houve aumento da proliferacdo antigeno-especifico em um
quarto dos animais testados.

Para comprovar a fungcdo das células T+#WC1" na infeccdo
micobacteriana de bovinos, KENNEDY et al. (2002) descreveram um modelo
de tuberculose bovina in vivo, onde depletaram essas células tanto do sangue
circulante, quanto do trato respiratorio. Apesar das células T+#WC1" tornarem-
se significativamente ativadas (CD25) na circulagdo, ndo foi observado efeito
sobre a progressdo da doenca. Além disso, essas células podem iniciar a
resposta immune ao M. bovis, contribuindo direta e indiretamente para a
resposta imune em Th1. POLLOCK et al. (1996) infectaram bovinos com M.
bovis e avaliaram a cinética do T+WC1". Os autores observaram que apds a
infeccdo, o numero dessas células aumentou proporcionalmente dentre os
subtipos de linfocitos T. Somente apds a mudanca inicial dos T+#WC1" houve
evidéncias do envolvimento das células Tz[i, devido a mudanga na razado de
células CD4:CD8.

5.2 Principais citocinas e outras células envolvidas na resposta imune ao

M. bovis

5.2.1 IFN-y

Na resposta celular ao M. bovis, as células apresentadoras de
antigenos especificos liberam citocinas (D’ANDREA et al., 1992) as quais
induzem as células NK e linfocitos T a produzir IFN-y (TRINCHIERI, 1993). A
presencga dessas citocinas direcionam a diferenciagdo dos linfocitos TCD4" com

fen6tipo ThO em células Th1, inibindo a diferenciagéo e fungéo efetora de Th2,
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ou seja, direciona a resposta dominante em Th1 (MAGGI et al., 1992) e
aumenta a atividade bactericida dos fagécitos (FLESCH & KAUFMANN 1987).

Os linfécitos TCD4"-Th1, TCD8", T+ contribuem para a producéo de
IFN+, que é requerido no processo de ativagdo de macréfagos (FLYNN &
CHAN, 2001). O IFN-y € um componente indispensavel na resposta
antimicrobiana uma vez que camundongos com delecdo génica para o IFN-,
ou para o0s seus receptores sdo altamente susceptiveis a infecgcbes
micobacterianas (COOPER et al., 1993; OTTENHOF et al., 1998).

DIAZ et al. (1999) testaram a habilidade de proteinas antigénicas, de
M. bovis em estimular a produgcéo de IFN-¥ pelas células mononucleares do
sangue periférico de bovinos, apresentando infec¢do tuberculosa. Os autores
concluiram que a indugdo da produgdo dessa citocina aumenta com o
progresso da doencga, coincidindo com a alta reatividade de PPD no TTI. Outra
caracteristica importante quanto a producao do IFN-r na tuberculose bovina foi
que a citocina é antigeno independente no estagio anérgico da doenca.

AMENI & TIBBO (2002) avaliaram a cinética do IFN-» em resposta a
vacinagdo com o BCG e observaram que essa citocina apresenta uma fase de
ascensao imediatamente apds a vacinacao, seguida de declinio nas semanas
seguintes a vacinagao para apresentar posterior equilibrio. Essa mudanga na
concentracéo deve ser atribuida a fungéo de prote¢do contra infeccado com o M.
bovis em bovinos.

DENIS & BUDDLE (2005) avaliaram o impacto do IFN-y sobre a
interacéo entre M. bovis e macréfagos bovinos. Os autores observaram que 0s
macrofagos secretaram pouco éxido nitrico (NO), TNF-alfa, IL-1 beta e IL-12,
quando infectados com o BCG. Quando os macréfagos previamente tratados
com M. bovis virulento foram infectados, houve liberacéo de elevados niveis de
mediadores proé-inflamatérios, mas nao houve modificagdo na replicacéo
bacterina. Esse fato s6 foi observado quando os macréfagos foram
previamente tratados com IFN-v e lipopolissacarideo (LPS). A viruléncia da
micobactéria € um fator determinante na liberagcdo de citocinas pelos
macrofagos, o IFN-» amplifica a liberacdo de citocinas pelos macréfagos e a

indugao da apoptose depende da liberacdo de TNF-z.
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5.2.2 TNF-x

O TNF-x tem multiplas fungdes na resposta imune a tuberculose,
sendo requerido no controle da mesma. Essa citocina é um importante
componente para ativacao de macréfagos. O TNF-ax juntamente com o IFN-¥
induz a expressdo de 6xido nitrico sintetase induzivel (NOS2) (FLESCH &
KAUFMANN, 1990).

Estudos realizados por MOHAN et al. (2001) demonstraram o papel
dessa citocina na formacédo do granuloma da tuberculose e outras doencas
micobacterianas. Utilizando modelos de tuberculose em camundongos, os
autores constataram que na auséncia do receptor para TNF-wx, a formacao do
granuloma ocorreu de forma desorganizada e com poucos macrofagos
epitelidides ativados. Os autores concluiram que essa citocina afeta a migracao
celular para o local da lesdo e exerce influéncia na expressao de adeséao
molecular, o que afeta a formacgéao funcional de granulomas no tecido infectado.
Entretanto os autores ndo explicaram os mecanismos pelos quais o TNF-z
promove a formagéo e manutencéo do granuloma.

Quanto ao efeito inflamatério deletério dessa citocina, estudo
realizado por BEKKER et al. (2000) utilizando BCG recombinante, indicou que
elevados niveis de TNF-zz causam inflamacdo destrutiva. Entretanto,
experimentos realizados em camundongos mostram que a presenca do TNF-u
era necessario para limitar a enfermidade no pulmédo. O exame histologico
mostrou que o pulm&o dos camundongos TNF-z neutralizados exibiu lesao
severa com granulomas desorganizados e inflitracdo celular difusa. Portanto,

essa citocina contribuiu para limitar a resposta patolégica.

5.2.3 Interleucina-2 (IL-2)

A interleucina-2 é uma citocina secretada pelas células T auxiliares
ativadas. Essa citocina modula a proliferagdo de células T auxiliares, T
citotoxicas, células B ativadas e NK (SAPAROQV et al., 1999), e exerce o papel
de fator de crescimento para célula T, o que implica numa estimulagdo agonista
da resposta immune. A manutencao da tolerancia periférica pela sobrevivéncia
e funcéo reguladora das células T CD25"CD4" também é fungéo desta citocina
(FEHERVARI et al., 2006).
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Na resposta a tuberculose bovina, a IL-2 exerce uma importante
funcdo. Segundo estudos realizados por ALDWELL et al. (1997) demonstrou-se
que essa citocina é secretada em bovinos experimentalmente infectados.
YOUNG et al. (2002) demonstraram que a sua secregdo biologicamente
ativada por BCG recombinante aumentou a sua capacidade em induzir e

manter resposta immune do tipo 1 em camundongos BALB/c.

5.2.4 Interleucina-4 (IL-4)

Diferentes tipos de células podem secretar IL-4, tais como: células T,
eosindfilos, basofilos, NK e células apresentadoras de antigenos. Tem-se
demonstrado que a IL-4 esta envolvida no direcionamento da resposta Th2
(MIETHKE et al., 1988). Na tuberculose, ha possibilidade dessa citocina ter
fungdo reguladora ou anti-inflamatoria, juntamente com a IL-10 e TGF-Ji. Na
infeccdo de bovinos com M. bovis, ha aumento dos niveis de IFN-v e de IL-4
(SEDDON & MASON, 1999). Existe uma correlacao positiva quanto a extensao
da lesdao pulmonar e a producéo de IL-4 pelas PBMC estimuladas com PPD
(WEDLOCK et al., 2003).

5.2.5 Interleucina-12 (IL-12)

Acredita-se que a IL-12 tenha um importante papel na imunidade
mediada por células. A citocina age principalmente em infecgdes intracelulares
primarias pela agcédo sobre as células T e NK, direcionando a resposta imune
Th1, por meio da produgao de IFN-» (SANO et al., 1999).

XING & SANTOSUOSSO (2000) avaliaram a fungéo da IL-12, em
um modelo de infecg¢ado celular in vitro, na sua capacidade de induzir TNF-ax e
NO pelos macrofagos. Segundo os autores a IL-12 sozinha induz pouca
secrecado de TNF-x e NO. Entretanto, a IL-12 quando associada a micobactéria
causa a indugédo de um aumento sinérgico da liberacdo de TNF e NO. Portanto,

a IL-12 pode ativar macrofagos durante a infecgédo intracelular.

5.2.6 Macrofagos
A funcdo do macréfago na tuberculose € complexa, pois, ao mesmo

tempo em que essas células sdo as preferidas pelas micobactérias
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intracelulares, eles também s&o as células efetoras no controle e destruicéo
desses patdgenos (POLLOCK & NEILL, 2002).

M. bovis pode crescer relativamente livre dentro do macréfago
bovino (ALDWELL et al., 1996; LIEBANA et al., 2000). Especialmente em
tuberculose humana, consideram-se também que os bacilos sdo eliminados por
meio de uma resposta inata, ou seja, resposta que envolve mecanismos como
pH do lisossomo, hidrolases lisossomial, peptideos bactericidas e superoxido
dos macrofagos (RUSSEL, 1999).

Segundo ARMSTRONG & HART (1975), o vacuolo fagocitico
contendo micobactéria metabolicamente ativa escapa da fusdo com o
lisossomo, sendo essa caracteristica um mecanismo de evasdo e
sobrevivéncia desse organismo. Os autores acrescentam ainda que a interagao
macrofago-micobactéria define os eventos subseqiientes da resposta ao M.
bovis.

As células mononucleares produzem o6xido nitrico (NO), uma
molécula efetora do sistema imune inato, que € um dos componentes de
defesa contra a tuberculose, inibindo a replicagdo do bacilo Mycobacterium sp.
(MacMICKING et al., 1997; NATHAN, 1992; NATHAN & SHILOH, 2000). O
oxido nitrico € um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete
elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio, tendo um elétron desemparelhado
(BECKMAN & KOPPENOL, 1996). O estimulo da producao de NO por
macrofagos e subseqiente geracdo de nitrogénio reativo sdo mecanismos
potentes para a morte micobacteriana (DENIS, 1991; FLESCH et al., 1991;
CHAN et al., 1995; MacMICKING et al., 1997, HIBBS, 1988).

Apbs os mecanismos efetores da resposta imune inata, M. bovis
torna-se estavel dentro do macréfago, produzem e secretam antigenos, os

quais podem ser apresentados as células T.

5.2.7 Natural Killer

Apesar do papel fundamental dos macréfagos, outras células, tais
como as natural killer e neutréfilos, podem estar envolvidas na resposta imune,
principalmente na fase inicial da infeccdo por M. bovis (POLLOCK & NEILL,
2002).
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A célula NK é um tipo de linfécito, grande e granular do sistema
imune inato. Essas células estdo envolvidas na resposta inicial a uma
variedade patogenos intracelulares, produzindo IFN-y, bem como, lisando
células alvo especificas, na auséncia do antigeno (HAMERMAN et al., 2005).

Essas células podem produzir IFN-v e lisar células alvos infectadas
com micobactéria (YONEDA & ELLNER, 1998; JUNQUEIRA KIPNIS et al.,
2004). Entretanto, sdo escassos os conhecimentos acerca do envolvimento
dessas células na tuberculose bovina. Estudos recentes realizados por
ENDSLEY et al. (2006) demonstraram que as células CD3"CD8"CD11B" do
sangue periférico de bovinos tiveram a atividade celular NK. Além disso,
quando as células NK purificadas de bovinos sao ativadas pela IL-12 e
cultivadas com macréfagos autdlogos, infectados com BCG, a replicagéao
bacteriana foi reduzida.

DENIS et al. (2006) estudaram o impacto das células NK sobre a
resisténcia da tuberculose bovina. Segundo os autores, a habilidade de NK em
reduzir o crescimento bacteriano € independe da liberagdo de IFN-y. Os
autores observaram também que a NK aumenta a producao de interleucina-12
e de Oxido nitrico pelos macréfagos infectados com M. bovis. Outro aspecto
relevante que os autores constataram foi quanto a dependéncia do contato
direto entre NK e macrofagos infectados na redugdo do crescimento

micobacteriano.

6 Formagao de granulomas

A resposta imume mediada por células na tuberculose bovina
desencadeia a formacado de granuloma, que é considerado um indicativo de
tuberculose (WANGOO et al., 2005).

O mecanismo que desencadeia a formagédo do granuloma ocorre da
seguinte forma: na resposta imune ao M. bovis, ap6s a exposi¢cdo ao antigeno,
o TNF-a pré-estocado, liberado pelos mastoécitos, recruta neutréfilos e
monocitos circulantes. Ao mesmo tempo, o IFN-¥ produzido pela NK e T+,
ativam macréfagos e células dendriticas. Essas células liberam quimiocinas e
mais TNF, os quais alteram a microcirculagéo local e facilitam o trafego celular

para o tecido. Ap6s um periodo ainda ndo determinado as células dendriticas
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carregadas com antigenos migram para o linfonodo iniciando a resposta
linfocitica. Essas células dendriticas produzem interleucina-12 (IL-12) e
apresentam o antigeno para as células TCD4" virgens. Sobre a influéncia da
IL-12 as TCD4" virgens diferenciam-se em Th1. Estas por sua vez, secretam
IL-2, que leva a expansao clonal da célula Th1 antigeno especifica. Cerca de
10 a 20 dias apds a exposicdo ao antigeno do M. bovis as células TCD4"
ativadas vao para o local onde ocorreu a alteragcado da microcirculagdo. Caso a
fonte do antigeno néo tenha sido erradicada, a inflamacéao persiste. A interacao
entre TH1CD4" e macrofagos ativados leva a producdo de IFN-y e TNF que
resulta na maturacédo de mais macrofagos, formando uma lesdo endurecida e
tumefeita, o granuloma ou tubérculo (WANGOO et al., 2005).

O influxo de mondécito/macréfago e células T esta associado ao
mecanismo de morte ou inibigdo da micobactéria. Em muitos casos a
progressao da doenca € retida neste estagio, no entanto, o bacilo presente no
tubérculo pode nao ser completamente eliminado (STEAD, 1967; VAN
CREVEL et al., 2002).

Quando a formagéo desse granuloma progride, o seu centro torna-
se necrotico, devido a falta de irrigagdo sanguinea e diminuigéo da oxigenacgao.
Esse processo € classificado como hipersensibilidade do tipo tardia, sendo
associado ao inicio efetivo no controle do crescimento da micobactéria
(DANNENBERG, 1991).

PALMER et al. (1999) analisaram as células presentes nos
granulomas de bovinos experimentalmente infectados por M. bovis e
observaram um agregado de macrofagos com poucos neutrofilos, quatro
semanas apos a inoculagdo. Decorridas seis a oito semanas, encontrou-se
necrose da area central do granuloma, presenca de fibrose, numerosos
macrofagos, plasmoécitos, células gigantes multinucleadas e neutrofilos.
CHAVEZ et al. (2001) encontraram elevado nivel da expressao da proteina
NRAMP1, que esta relacionada com a explosao oxidativa dos fagécitos, além
da presenca de macréfagos epitelidides e células gigantes multinucleadas no

granuloma de bovinos infectados por M. bovis.
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Figura 2 - Principais tipos celulares que formam o granuloma da
tuberculose.
Fonte: Adaptado de GOLDSBY et al. (2000)

7 Principais antigenos de Mycobacterium bovis reconhecidos na resposta

imune

A purificagdo e caracterizacdo de proteinas antigénicas séao
essenciais para a compreensdo dos mecanismos patogénicos e a resposta
imune contra a M. bovis (ALITO et al., 2003).

O BCG foi obtido a partir de uma cepa patogénica de
Mycobacterium bovis, ap6s 230 passagens seriadas em laboratorio. Devido a
baixa viruléncia dessa cepa, tem-se utilizado por longo periodo como vacina
contra a tuberculose em humanos (DOHERTY & ANDERSEN, 2002; SKEIKY &
SADOFF, 2006) e experimentalmente em animais (BUDDLE et al., 1995).

As proteinas do complexo 85 sao produzidas por M. tuberculosis em
abundancia. Tem sido demonstrado que proporcionam imunogenicidade em
coelhos infectados com M. tuberculosis. A importancia e relevancia destas
proteinas se devem, provavelmente, ao seu papel na sintese da parede celular

da micobactéria. Esta sintese deve-se a sua atividade micolil transferase. De
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modo igual, demonstrou-se que quando os monoécitos humanos sao infectados
por M. tuberculosis, estas micobactérias secretam o complexo 85, isto poderia
ser vantajoso para desenvolver uma vacina, visto que a liberagdo destas
proteinas é de suma importancia para o processamento intracelular deste
patégeno via MHCIl (WHO, 2004; HAUEBNER, 1994; VORDERMEIER et al.,
2006; SABLE et al., 2007). Em bovinos esse antigeno recombinante tem sido
estudado com o propoésito de aplicagcédo no diagnostico (LILENBAUM et al.,
2001).

O MPT-51 (Rv3803c) é um antigeno recombinante de 27 KDa
codificado na regido FbpC1 adjacente ao gene FbpA do M. tuberculosis
também denominado como Ag85 D ou MPB 51 (NAGAI et al., 1991;
RAMBUKKANA et al.,, 1993). Apesar de possuir 40% de homologia ao
complexo Ag 85, o antigeno MPT-51 ndo possui atividade micolil transferase
(RINKE de WIT et al., 1993; WILSON et al., 2003). O MPT51 é um antigeno
protéico, também expresso em outras micobactérias como M. leprae (RINKE
de WIT et al., 1993), M. avium (OHARA et al. 1997a) e M. bovis BCG (OHARA
et al. 1997b). Ele se liga a fibronectina podendo estar envolvido na viruléncia
do bacilo (KITAURA et al., 2000).

Outros antigenos protéicos de M. bovis (12, 19, 22a, 22b, 24, 25,
30, 32, 39 e 70 kDa) foram avaliados quanto a capacidade de estimular a
resposta imune celular, por meio da proliferagéo celular e secrecédo de IFN-
+. Observando esta resposta nos bovinos infectados por 36 meses, notou-se
que todos os antigenos foram reconhecidos pela resposta imune celular, mas a
magnitude dessa resposta variou entre os animais (FIFIS et al.,1994).

Algumas proteinas como ESAT-6, CFP10, 85B, MPB70 e novos
antigenos, tais como o TPX e TRB-B, foram obtidas através de cromatografia
de troca ibnica e identificadas por meio de eletroforese em gel bidimensional,
sendo considerados antigenos dominantes do M. bovis, pois foram
reconhecidas pelo sistema imune celular dos bovinos. As proteinas de baixo
peso molecular como a ESAT-6 e CFP10 desempenham importante papel na
resposta imune celular. As fragbes protéicas com elevada atividade
linfoproliferativa podem ser caracterizadas e associadas tanto a antigenos ja
identificados quanto a novos antigenos protéicos presentes no M. bovis (ALITO
et al., 2003).
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RHODES et al. (2000) estudaram a cinética da célula T em resposta
a um painel de antigenos micobacterianos do M. bovis (PPD-M, PPD-A, ESAT-
6, Ag85, 38kD, MPB64, MPB70, MPB83, hsp16.1, hsp65, e hsp70). Os autores
observaram aumento da proliferagdo de linfocitos antigeno-especifico, bem
como aumento na secrecgao de IFN-v e IL-2. A resposta ao PPD-M e ESAT-6 foi
mais expressiva durante o periodo estudado, entretanto a resposta a todos os
outros antigenos foi mais variavel, sugerindo que o coquetel de antigenos &
mais aplicavel do que um antigeno individual para o imunodiagnéstico.

Com o objetivo de diferenciar bovinos infectados por M. bovis e os
vacinados com BCG, BUDDLE et al. (1999) avaliaram a secre¢éo de IFN-y,
estimulado pelas proteinas antigéncias MPB59, MPB64, MPB70 e ESAT-6. A
resposta ao MPB59, MPB64 e MPB70 foi significativamente maior em ambos
0s grupos, portanto esses antigenos ndo sdo capazes de discriminar animais
vacinados de tuberculosos. Dentre todos os antigenos testados, apenas o
ESAT-6 diferenciou BCG vacinados dos bovinos infectados com M. bovis.
POLLOCK et al. (2003) realizou o teste intradérmico bovino para diagnéstico de
tuberculose, utilizando o ESAT-6. Esse antigeno foi reconhecido pelas células
T e estimulou alta producao de IFN-¥. Apesar da resposta do ESAT-6 ao teste
intradérmico ter sido detectada tardiamente (96 h), esse antigeno demonstrou
sensibilidade de 86% e especificidade de 100%, sendo, portanto, um antigeno

em potencial para diagnéstico in vivo para tuberculose bovina.

8 Métodos de diagnéstico para tuberculose bovina

O principal método de diagnéstico nos animais € baseado na reacao
de hipersensibilidade, por meio do derivado de proteina purificada (PPD), cuja
reacado € avaliada por meio de teste de tuberculina intradérmico. Apesar desse
teste ser adotado em muitos paises como método padrao na identificagcdo da
tuberculose animal, muitos estudos tém apontado falhas, pois séo relatados
tanto resultados falso negativos como falso positivos. Portanto, novos testes
que permitam discriminar os animais infectados s&o necessarios.

Em alguns paises que implementaram o programa de controle e

erradicacdao da tuberculose bovina, os animais foram classificados em
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reagentes ou nao reagentes, utilizando algumas das variantes do teste de
tuberculina intradérmica (ANON, 2004). Esse teste é preconizado pela
Organizacéo Internacional de Epizootias (OIE) para o comércio internacional de
bovinos.

Segundo RUA-DOMENECH et al. (2006), devido a alguns fatores
como a dindmica da transmissao da tuberculose entre os animais, o tamanho
das lesbes que inicialmente sdo microscopicas e o tempo que o animal leva
para montar uma resposta imune detectavel, nenhum método é totalmente
eficaz para detectar todos os animais infectados. Conseqiientemente, tem-se
desenvolvidos testes com fins de diagnosticos, tais como a dosagem do IFN-¥
produzido especificamente a antigenos micobacterianos, avaliacdo da
proliferagdo de linfocitos e polarizagéo florescente. Também a detecgéo do M.
bovis nas lesdes dos animais abatidos facilitariam a confirmacgéo do diagnéstico
obtido pelo TTI (COUSINS & FLORESSON, 2005).

Existem diversas técnicas de diagnostico aplicadas para detectar a
tuberculose. O diagndstico pré-clinico pode ser realizado por meio de uso de
testes da imunidade celular e humoral, além de tecnologias moleculares (RUA-
DOMENECH, 2006). Para avaliagdo do melhor método a ser aplicado na
detecgéo da tuberculose bovina, WATRELOT-VIRIEUX et al (2006) utilizaram
trés métodos: a coloragéo Ziehl-Neelsen, fluorescéncia com auramina e imuno-
histoquimica, usando anticorpo policlonal anti-M. bovis. A técnica de imuno-
histoquimica foi mais sensivel ao detectar maior numero de bovinos positivos.

Apesar de existir diversas pesquisas acerca de varios métodos de
diagnéstico da tuberculose, o melhor método a ser aplicado dependera de
varios fatores, dentre eles o tipo de tuberculose, a fase da enfermidade, além
da situacéo endémica de cada regido. No quadro 1 sao apresentados algumas
espécies animais que sao infectadas por tuberculose e os testes mais

usualmente aplicados.
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QUADRO 1- Testes para diagnostico de tuberculose causada por M. bovis em algumas
espécies animais e no homem.

Espécie animal | Teste Sensibilidade Especificidade
Bovinos Teste simples de tuberculina 68%-95% 96%-99%
Intradérmico
Teste comparativo de tuberculina | Ndo estimado >99%
intradérmico
IFN-y BOVIGAM 76%-93,6% 92,2%-98,1%
Exame pds-morte N&o estimado Nao estimado
Cultura bacteriol6gica N&o estimado N&o estimado
ELISA (Ag: ESAT-6, MTSA-10, | 57,1% N&o estimado
MPTS1, MPT63, MPB59, MPB64,
MPB70, MPB83
ELISA (Ag: ESAT-6, MPB70) 98,6% ESAT-6 98,5% ESAT-6
96,8% MPB70 90,1% MPB70
Imunocromatografia (Ag MPB70) 83% 99,4%
Polarizag&o fluorescente 79% 99,8%
Bufalos Comparativo  com tuberculina | Nao estimado Nao estimado
intradérmico na prega caudal
Tuberculina intradérmico 95,3% 97,7%
IFN-y BOVIGAM Nao estimado N&o estimado
Camelos Simples com tuberculina | 100% 100%
intradérmico
Comparativo com tuberculina | 87,5% 100%
intradérmico
ELISA (PPD bovino e aviario) 100% 100%
Caes Teste de tuberculina simples Nao estimado Nao estimado
Elefantes Teste de tuberculina intradérmico Pouca Pouca
N&o estimado N&o estimado
Imunoblot (Ag de sonicado de M.
bovis)
IFN-, N&o estimado N&o estimado
ELISA (multiantigenos) N&o estimado N&o estimado
Caprinos Teste simples de tuberculina | 100% 100%
intradérmico
Teste comparativo de tuberculina | 83,7% 100%
intradérmico
IFN- N&o estimado Nao estimado
ELISA (Ag de PPD bovino) 54,9% 88%
Humanos Teste de tuberculina intradérmico 75%-90% 70%-100%
IFN-y (Quantiferon) 82%-89% Nao estimado
Suinos Teste comparativo de tuberculina | 100% 100%
intradérmico
IFN-, N&o estimado N&o estimado

Fonte: Adaptado de COUSINS & FLORISSON (2005)




24

8.1 Identificagao do agente

Para a identificacdo do M. bovis s&o necessarios cuidados
especificos com as amostras. No transporte dos espécimes clinicos para o
laboratoério deve-se tomar algumas precaucgdes, tais como uso de recipientes
plasticos selados, para prevenir o vazamento desse material para 0 meio
exterior, preservar o material e evitar contaminacdo. A associagdo de
transporte aéreo internacional possui um regulamento para embarcacéo de
espécimes de carater zoonético. Os epécimes clinicos devem ser refrigerados
ou congelados para retardar o crescimento do Mycobacterium sp. Em
condicbes onde o uso da refrigeracdo nao for possivel, pode-se adicionar o
acido borico, na concentragédo de 0,5%, como um agente bacteriostatico,
entretanto, essa substancia garante a preservagédo por periodos limitados de
apenas uma semana (OIE, 2004).

A presenca do Mycobacterium sp. em espécimes clinicos e poés-
morte dos animais pode ser demonstrada por meio de esfregacos e posterior
coloragdo, cultivo e isolamento do microorganismo. Para o cultivo desse
bacilo, deve-se utilizar todo material devidamente esterilizado, pois 0 uso de
recipientes contendo micobactéria ambiental pode resultar na falha no
processo de identificagdo, devido ao rapido crescimento das micobactérias
ambientais (CHIODINI et al., 1984).

Uma diferenciagdo importante quanto ao crescimento do M. bovis e
do M. tuberculosis é quanto a restricdo do glicerol, cujo componente é
necessario para o M. tuberculosis, mas pode retardar o crescimento do M.
bovis. Portanto no preparo do meio para esta micobacteria deve-se substituir o
glicerol por piruvato (MOTA et al., 2001).

Os bacilos M. bovis podem ser demonstrados microscopicamente
por meio de esfregacos diretos de espécimes clinicos e preparados de
materiais teciduais. Quanto a coloracdo pode-se aplicar a classica Ziehl-
Neelsen e o acido fluorescente além da técnica de imunoperoxidase que tem
dado resultados satisfatorios (SELVAKUMAR et al., 2006).

O periodo médio para o crescimento do M. bovis é de trés a seis

semanas. As caracteristicas do crescimento e a morfologia colonial podem
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demonstrar um diagnostico presuntivo, entretanto a confirmagéo € obtida por

meio de avaliagao bioquimica (MILLER et al., 1997).

8.1.2 Diagnodstico molecular

Atualmente, as técnicas moleculares permitem a identificacédo das
especies de micobactérias nas amostras cujos métodos tradicionais de
identificagdo foram negativos (BARRON et al., 2006).

Dentre as técnicas da biologia molecular encontra-se: a amplificacao
e deteccdo de segmentos genéticos espécie-especificos pelo PCR, o
sequenciamento genético por PCR, pela técnica de microarranjos do acido
desoxiribonucleico (DNA), técnica da PCR aplicada para a detecgdo de
proteina hsp65 (AGRANOFF et al., 2006).

Um teste ja comercializado, mas ainda sob observacéo é o TB PNA
FISH, que & baseado na utilizagado de sondas de peptideos do acido nucléico,
que devido as suas caracteristicas hidrofébicas, penetram a parede
micobacteriana e podem se ligar a regides selecionadas do 16S rRNA,
permitindo a diferenciagdo entre M. tuberculosis e outras micobacterias
(DALCOMO et al., 2004).

A técnica de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta performance) se
baseia no fato de que cada espécie de micobactéria sintetiza um uUnico padréo
de &cidos micdlicos na composicdo de sua parede celular (THIBERT &
LAPIERRE (1993). Entretanto, essa técnica néo diferencia M. tuberculosis de
M. bovis, apesar de diferenciar M. bovis BCG do complexo M. tuberculosis
(FLOYD et al., 1992).

8.1.2.1 Reconhecimento de acido nucléico

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) tem sido amplamente
empregada para a deteccdo do complexo M. tuberculosis em espécimes
clinicos, especialmente escarro, em pacientes humanos e mais recentemente
tem sido aplicada também no diagnostico da tuberculose nos animais
(ARAUJO et al., 2005). A técnica se baseia na habilidade de replicar ou

amplificar DNA sem proliferacdo biolégica do organismo portador de tal
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genoma. A reacdo da PCR pode ser realizada através da técnica caseira ou
através de kits comerciais (KRITSKI et al., 2005).

Ja existe um numero consideravel de kits que podem ser utilizados
para deteccédo de bactérias do complexo M tuberculosis a fresco e em tecidos
fixados. Varios oligonucleotideos indicadores tém sido usados, incluindo os que
amplificam sequéncias de rRNA 16S-23S, sequéncia de insercado 1S6110 e
IS1081, genes codificadores de proteinas especificas para o complexo de M
tuberculosis, tal como MPB70, hsp65 e antigeno de 38 kDa. Os produtos
amplificados tém sido analisados por meio de hibridizagdo com sonda ou com
eletroforese em gel de agarose (NOREDHOEK et al., 1996).

Resultados falso-positivo e falso-negativo, particularmente em
espécimes contendo baixo numero de bacilos, tém reduzido a acuracia do
PCR. Esse fato pode ser atribuido ao baixo niumero de cépias da seqiiéncia no
genoma dos bacilos, combinado ainda pela baixa quantidade destes bacilos. A
variabilidade tem sido também atribuida ao método de descontaminacgéo, o
procedimento da extracdo de DNA, técnicas para a eliminagdo de enzimas
inibidoras da polimerase, controle interno e externo e procedimentos para a
prevencdo de contaminagbes cruzadas (MILLER et al.2002; MILLER et al.,
1997).

Segundo ESPINOSA et al. (1998), as técnicas de analises de DNA
promovem uma avaliacdo mais rapida e com melhor acuracia quando
comparados aos meétodos bioquimicos, no processo de diferenciacédo das
micobacterioses. No entanto, ZANINI et al. (1998) afirmaram existir algumas
dificuldades na extracdo de DNA cromossdémico, que seriam responsaveis
pelos entraves observados na aplicagdo dos métodos moleculares para a
deteccado de Mycobacterium sp., ressaltando a excessiva resisténcia da parede
celular das micobactérias a lise ou rompimentos por agentes externos.

CEDENO et al. (2005) extrairam o DNA de 60 amostras de muco
nasal de bovinos, coletaram de trés diferentes propriedades no Panama,
localizadas em uma area endémica para M. bovis. Os autores encontraram

65% das amostras positivas para a micobactéria por meio da PCR.
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8.1.3 Diagnésticos imunolégicos

8.1.3.1 Reacao de Hipersensibilidade

O extrato de glicerol de cultura liquida pura de bacilos foi descoberto
por Robert Koch em 1890. Sofreu refinamento ao longo de varios anos, sendo
desenvolvido um derivado de proteina purificada (PPD). O organismo é
cultivado em meio liquido sintético, tratado pelo calor, filtrado, concentrado por
precipitacédo, lavado e posteriormente redissolvido dentro de uma preparacéo
estéril, livre de micobactéria (MONAGHAN et al., 1994).

A tuberculina bovina é similar a tuberculina aviaria e humana, as
quais sao obtidas de bacilos de M. avium supesp. Avium e M. bovis ANS5,
respectivamente. Quando a tuberculina bovina € injetada na pele do animal nao
sensibilizado nao ocorre resposta inflamatéria no local da aplicagéo. Entretanto,
se a tuberculina é injetada em animal cujo sistema imune ja foi sensibilizado
por meio de uma infecgdo por micobactéria, ou pela exposi¢cdo a outros
patdbgenos micobacterianos, havera a formagéo de uma reacgao inflamatéria no
local, onde nota-se maior intensidade entre 48-72 horas apoés a injecéo (LAGE
et al., 2006; POLLOCK et al., 2003). Essa reacéo de hipersensibilidade tardia &
mediada pela populacdo de células T sensibilizadas (THORNS & MORRIS,
1983).

O teste de tuberculina é realizado por meio de inje¢ao intradérmica
de PPD de M. bovis e a subsequente deteccéo de reacéo de hipersensibilidade
tardia (ANON, 2004). Esse tipo de reagdo € o método de escolha para os
programas de controle e erradicagdo da tuberculose bovina, em varios paises
(MONAGHAN et al., 1994). Ha basicamente duas formas de aplicagao do teste
intradérmico nos animais: o teste intradérmico simples ou unico e o teste de
tuberculina comparado, que realiza a comparagao entre a reagao a tuberculina
aviaria e a reacgéao a tuberculina bovina (RUA-DOMENECH et al., 2006).

O teste intradérmico simples pode ser aplicado na regido cervical
média ou na prega caudal (ANON, 2004). O principio do teste intradérmico
simples para bovinos é similar ao teste cutdneo para diagnoéstico de
tuberculose nos humanos (SNIDER, 1982).
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O teste comparativo intradérmico requer mais tempo para a
aplicagao do que o simples, pois ele se aplica injecdo simultanea de tuberculina
bovina e aviaria, uma ao lado da outra, na regido cervical. A interpretacéo
desse teste é baseada na observagao da maior resposta a tuberculina bovina,
nos animais infectados pelo M. bovis, por outro lado, animais infectados com
outras micobactérias desenvolvem maior reagdo a tuberculina aviaria
(POLLOCK et al., 2003). No Brasil, a positividade do teste é estabelecida
quando a diferenca do aumento da dobra da pele provocada pela inoculagao
da tuberculina PPD bovina e da tuberculina PPD aviaria, apés 72 h da
aplicagéo € maior ou igual a 4 mm (LAGE et al., 2006).

O teste de tuberculina é o unico teste para a tuberculose bovina
prescrito pela OIE, além disso, ele é utilizado em diferentes paises. Por
exemplo, na Australia utiliza-se com maior freqiiéncia o teste na prega caudal
usando dose elevada de tuberculina, ao passo que o teste de tuberculina
comparativo raramente é usado. Situagdo contraria ocorre em paises
europeus, onde o simples teste de tuberculina usando PPD bovino raramente é
usado e na Republica da Irlanda e Gra Bretanha o teste de tuberculina
comparativo, aplicado no pescogo do animal é usado rotineiramente. Portanto,
cada pais estabelece seu proprio protocolo para uso e interpretacéo do teste
de tuberculina, baseado nas circunstancias locais e requerimento de
programas.

Segundo WATRELOT-VIRIEUX et al. (2006), a cinética de
desenvolvimento da reacdo de hipersensibilidade tardia em bovinos infectados
pode ser identificada a partir de trés semanas pés-infeccédo, nesse periodo,
podera ser correlacionada com a deteccdo da resposta do IFN-v antigeno
especifico.

SNIDER (1982) cita alguns fatores que podem influenciar em
resultados falso-negativos e falso-positivos no teste de tuberculina em bovinos,
dentre esses fatores destacam-se: os relacionados ao préprio animal, tais
como a aplicagao do teste logo apés um prévio teste de tuberculina, aplicagédo
do teste logo ap6s a infecgdo pela tuberculose, anergia, co-infeccdo com
micobacterioses ambientais, vacinagao contra M. avium sp., Paratuberculosis,
infeccdo concomitante por virus, stress de transporte e nutricional; os advindos

da tuberculina utilizada, sobretudo quanto ao uso de produtos sub-potentes e
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finalmente aqueles relacionados ao método de administragcéo, principalmente
quanto aos erros devido a inexperiéncia e falta de atencdo do aplicador,
dificuldades durante a aplicacao e pobre qualidade do equipamento usado para
a aplicacao da tuberculina nos animais.

Em algumas situagbes, os animais sao reagentes, porém nao se
encontram lesdes visiveis. RUA-DOMENECH et al. (2006) relataram que este
fendbmeno pode ocorrer quando os animais encontram-se nos estagios iniciais
da infecgdo pelo M. bovis ou quando os animais foram infectados pelo M.
bovis, porém sem manifestagcdo da doenca, principalmente quando os bacilos
estdo latentes; ou até mesmo animais ndo infectados expostos a antigenos
micobacterianos ambientais que induzem a reacao cruzada com a tuberculina
bovina ou a outros antigenos de M. bovis.

Outro método de avaliagdo da reacao de hipersensibilidade tardia
nos animais portadores de tuberculose € o uso do antigeno ESAT-6. Esse
antigeno oferece a vantagem de possuir distribui¢gdo limitada entre as espécies
de micobacteria, consequentemente, possui pouca ou nenhuma reacgéo
cruzada (POLLOCK & ANDERSEN, 1997). POLLOCK et al. (2003) realizaram
o teste intradérico bovino para diagnostico de tuberculose, utilizando o ESAT-6.
Apesar da resposta do ESAT-6 ao teste intradérmico ter sido detectada
tardiamente (96 h) e necessitar de dose maior, comparada ao PPD, esse
antigeno demonstrou sensibilidade de 86% e especificidade de 100%, sendo,
portanto um antigeno em potencial para diagnéstico in vivo para tuberculose
bovina. AAGAARD et al. (2006) testaram antigenos como o ESAT-6, CFP10,
PE13, PES, MPB70, TB10.4 e TB27.4 com potencial de diagnéstico nos
rebanhos de bovinos da Irlanda do Norte, México e Argentina. Em todos os
paises testados, o ESAT-6 e o CFP10 foram superiores no diagnéstico da
tuberculose. A maior sensibilidade do teste intradérmico do grupo reagente,
combinada com a maior especificidade do grupo livre de tuberculose, indicou
que 85 % dos animais infectados e nao infectados podem ser diagnosticados,

baseado na resposta a estes dois antigenos.
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8.1.3.2 Testes laboratoriais baseados nos componentes do sangue (células,

moléculas e soro)

a) Proliferacao de linfécitos e produgéo de citocinas

Devido a funcdo desempenhada por essas subpopulacdes de
linfécitos durante a infeccdo de tuberculose, as mesmas podem ser usadas
como parametro de avaliagdo da resposta imune a essa enfermidade e
consequentemente como um meio de diagnostico, nos animais € no homem.
Dois aspectos sao importantes na responsividade das células T na infecgéo de
tuberculose. O primeiro seria a descoberta do antigeno dominante, ou seja, o
que é capaz de ativar maior quantidade de células T e discriminag&o dentre as
populagcbes desses linfécitos (POLLOCK et al., 2001). Pesquisas tem
apontados alguns antigenos presentes no M. bovis, e que sao capazes de
causar maior responsividade nos linfécitos T, sendo, portanto moléculas
candidatas a diagnoéstico, tais como o MPB70, MPB64 (LIGHTBODY et al.,
1998), ESAT-6 e CFP10 (FIFIS et al., 1994).

Quando um animal é infectado por M. bovis, as células T
respondem aos antigenos micobacterianos, sob expansao clonal levando ao
desenvolvimento de células de memoéria (POLOCK et al.,, 2001). Segundo
LIEBANA et al., (1999) as células TCD4" e TCD8" de bovinos infectados por M.
bovis proliferam-se significativamente na presenca de antigenos
micobacterianos.

O IFN-¥ é uma citocina predominantemente liberada pelas células T
apo6s estimulagdo antigénica. Além disso, essa molécula esta envolvida na
imunidade a infecgbes micobacterianas (POLLOCK et al.,, 2005; BAROJA &
CEUPPENS, 1987). Essas caracteristicas do IFN-v fizeram com que WOOD et
al. (1990) avaliassem experimentalmente o IFN-y, por meio da incubacéo do
sangue fresco com PPD de M. bovis. Assim como o teste intradérmico, o
principio do teste &€ a deteccdo da resposta imune mediada por células do
hospedeiro contra a infecgédo causada pelo M. bovis (POLOCK et al., (2005).
Outra caracteristica similar de ambos os testes, € que comparam a resposta

imune celular pela estimulacdo com antigenos de M. bovis e M avium. A partir
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de uma a quatro semanas de infecgéo, as células T do sangue periférico de
bovinos liberam in vitro quantidades mensuraveis de IFN-¥, quando estimulado
por tuberculina bovina ou antigenos similar ao M. bovis. Caso o animal esteja
infectado por M avium ou outra micobactéria ambiental, a produgdo dessa
citocina sera maior quando for incubada com a tuberculina aviaria (WOOD &
JONES, 2001).

O teste do IFN-+ é realizado in vitro em dois estagios. No primeiro o
sangue heparinizado é distribuido em duplicatas. As amostras sado incubadas
por 28h a 37°C na presencga de antigenos, principalmente PPD bovino ou o
aviario, além do controle negativo. Apos 16 a 24 horas de incubacéo, retira-se
o sobrenadante. No segundo estagio, quantifica-se a produgdo do IFN-¥ por
meio de ELISA de captura, utilizando um kit comercial (RUA-DOMENECH et
al., 2006). Este teste utiliza como antigenos tuberculina bovina e aviaria. O kit &
patentiado com o nome comercial de BOVIGAM®. Tem-se utilizado kit similar
para o diagnéstico de tuberculose em cabras, ovelhas, bufalo africano e
teoricamente pode ser aplicado em toda familia bovidae. O teste do
BOVIGAM® nao é diretamente aplicado a outros mamiferos, mas o principio
deste teste pode ser adaptado para o diagndstico da tuberculose em humanos
(QuantiFERON® -TB, Cellestis Ltd, Australia) (CONNELL et al., 2006;
BRITTON et al., 2005).

O estudo em larga escala da avaliagdo do IFN-v foi conduzido na
Australia por WOOD et al. (1991). Os autores testaram 6000 bovinos e bufalos
de rebanhos infectados por M. bovis e observaram 125 animais positivos para
M. bovis na cultura de materiais de biopsia. Destes animais 93,6% foram
também positivos quando analisados pela técnica do IFN-¥, comparado com
65,6% pelo teste intradérmico de tuberculina. Os resultados apresentaram
sensibilidade de 95,2% e especificidade de 96,3%, provando que essa técnica
€ mais sensivel do que o teste de tuberculina intradérmico para o diagnéstico
da tuberculose bovina.

A avaliagdo do IFN-¥ tem sido testada mundialmente, a partir dos
estudos realizados na Australia. Na Irlanda 87,7% dos animais com culturas
positivas para M. bovis tiveram resultados positivos para o IFN-» (MONAGHAN
et al., 1997). Nos Estados Unidos WHIIPPLE et al. (1995) relataram que a
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sensibilidade do teste intradérmico é de 80,4-84,4% e do IFN-r variou entre
55,4-94,7%. Na Italia, BUONAVOGLIA et al. (1995) demonstraram que a
avaliacao da citocina € mais sensivel do que o teste intradérmico nos animais
com lesdo sugestiva de tuberculose. Em estudo subsequente realizado por
DONDO et al. (1996) relataram que a sensibilidade e especificidade do IFN-y
foi de 96,6% e 98%, respectivamente.

A partir de estudo experimental realizado por BUDDLE et al. (1995)
foi concluido que o IFN-¥ é capaz de detectar infecgdo por M. bovis 14 dias
ap6s a inoculagdo da micobactéria nos animais. LILENBAUM et al. (1999)
observaram que o IFN-v pode detectar mais precocemente os animais
tuberculosos em média 60 a 120 dias do que o teste de tuberculina. Segundo
WOOD & JONES (2001) isso deve ser a explicagdo para o aumento aparente
da sensibilidade, comparado com o teste intradérmico e a relativa maior
proporgao de IFN-¥ positivo e intradérmico negativo em animais infectados pelo
M. bovis.

No Brasil, LILENBAUM et al. (1999) realizaram uma comparagao
entre o teste intradérmico de tuberculina e a avaliagao do IFN-y de bovinos. Um
total de 1632 de animais foram avaliados pelo teste intradérmico cervical.
Dentre esses animais 220 foram selecionados por representar grupo de alto
risco e testados com o teste de IFN-y, sendo que 207 apresentaram reacgéo
significativa para o teste. Nesse grupo selecionado 126 animais (57,3%) foram
reativos ao IFN-v, e 106 (48.2%) apresentaram reagao positiva para
tuberculina. SOPP et al. (2006) afirmaram que a avaliacdo do IFN-» pode

discriminar bovinos vacinados por BCG de infectados por M. bovis.

b) Anticorpos

A resposta a tuberculose nos animais no inicio da infecgdo é
predominantemente celular. Com o progresso da doencga, ha maior resposta
imune humoral (WATERS et al., 2006; POLOCK et al., 2005; WELSH et al.,
2005; POLLOCK & NEILL, 2002). Uma das desvantagens do diagnéstico por
meio da tuberculina intradérmica nos estagios avancados da doenga € que os

animais falham em responder, sendo chamados de anérgicos ao TTI. Esses
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animais, entretanto, mantém os bacilos circulando nos rebanhos. Os animais
anérgicos podem ser detectados por meio sorolégico, mais especificamente
pela técnica de ELISA (YEARSLEY et al., 1998).

Os testes para detecgdo de anticorpos especificos para a
tuberculose sdo semelhantes para os animais e os humanos (FIFIS et al.
1992). Especialmente para bovinos, a inclusdo de antigenos soro dominantes
como o MPB70 e MPB83 tem aumentado a especificidade, mas nao resulta em
maior sensibilidade. Estudos realizados por THOM et al. (2004) mostraram que
a resposta dos animais anérgicos € maior em relacdo aos anticorpos
especificos do que pelo teste intradérmico. Esse aumento € correlacionado
com a severidade da doenga, sendo que animais com a doengca mais
generalizada apresentam maior titulo de anticorpos (LYASHCHENKO et al.,
2004).

WATERS et al. (2006) avaliaram o soro de bovinos infectados por M.
bovis por sororeatividade a antigenos micobacterianos. A resposta ao MPB83
foi detectada em todos os animais, quatro semanas ap6s a inoculagdo. Outros
antigenos como o ESAT-6, CFP-10, e MPB70 foram menos reconhecidos. A
detecgéo da IgM especifica para MPB83 ocorreu antes da IgG.

Os testes para detecgdo de anticorpos sédo simples e ndo onerosos,
oferecendo uma alternativa para detectar animais que foram negativos ao TTl e
ao IFN-+. Conseqlientemente, os paises em desenvolvimento podem adotar os
testes sorolégicos nos programas de erradicagdo da tuberculose como uma
alternativa barata para deteccéo e remocao de animais em estados avangados
da doenca de seus rebanhos (POLLOCK et al., 2005).

9 Vacinas contra Mycobacterium tuberculosis

Considerando a baixa eficacia da BCG na protecédo da tuberculose
pulmonar em adolescentes e adultos ha necessidade de nova vacina contra a
tuberculose, especialmente nos paises onde a prevaléncia da enfermidade é

elevada.



34

9.1 Vacinas com microrganismos vivos (BCG, M.tuberculosis)

As vacinas compostas de microrganismos vivos sao alternativas em
potencial, pois induzem resposta imunoldgica celular e humoral. Além disso,
nao necessitam de adigdo de adjuvantes, pois 0s proprios componentes da
bactéria promovem esse papel. No entanto, elas oferecem alguns riscos, como
reversao de viruléncia ou possivel inducédo de patologia mediante situacdes de
imunossupressao (ALPAR et al., 2005).

A vantagem de vacinas atenuadas utilizando M. tuberculosis é
aumentar a imunogenicidade das mesmas, uma vez que centenas de genes
foram perdidos durante as sucessivas passagens, as condigdes laboratoriais,
dos bacilos M. bovis-BCG (CAMACHO et al., 1999). A esse exemplo cita-se a
regidao RD1 do Mycobacterium tuberculosis, que esta associado provavelmente
com a producao de proteinas citotdéxicas (JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2006).

Muitos estudos tém sido realizados, utilizando cepas atenuadas de
M. tuberculosis, dentre eles o M. tuberculosis pho, construido com uma simples
ruptura do gene pho. O produto deste gene faz parte de um complexo de
proteinas que possibilita ao microrganismo sua sobrevivéncia a diferentes
estimulos externos. A cepa phoP mutante demonstra multiplicagdo reduzida
quando cultivada em macréfagos derivados da medula o6ssea de
camundongos. A mutagdo ndo afeta a sobrevivéncia do bacilo no interior de
macrofagos, apesar do gene ser necessario para o crescimento intracelular do
M. tuberculosis (Peres®). Recentemente, um M. tuberculosis mutante com
defeito em um lipideo micobacteriano (Mtb drrC) mostrou protetor quando
administrado em camundongos (PINTO et al., 2004).

Estudos para modificar o M. bovis do BCG ou o M. tuberculosis por
tecnologia do DNA recombinante a fim de produzir uma nova vacina atenuada
contra a tuberculose também foram avaliados (FINE, 2001; HUEBNER et al.,
1994). Usando o mesmo raciocinio, uma cepa mutante de SO2 de M.
tuberculosis foi testada em cobaias apresentado protecéo satisfatéria ao avaliar
a sobrevivéncia e redugao da severidade da doenca, comparada a protecao
oferecida pelo BCG.

A seguridade da BCG € uma preocupacao crescente, em funcéo da

infeccdo por HIV. Para prevenir os potentes efeitos adversos da BCG em



35

individuos imunocomprometidos tém sido desenvolvidos auxotr6fos que séo
microrganismos que requerem una fonte exégena de fatores de crescimento
devido a sua incapacidade de sintetiza-los. Os resultados mostram que estas
cepas sao seguras em camundongos com imunodeficiéncia severa combinada
e demonstram a mesma quantidade de protecdo nos camundongos normais
susceptiveis a tuberculose, sugerindo que este poderia ser um método mais
seguro de vacinagado (HUEBNER et al., 1994). DERRICK et al. (2006) trabalhou
com M. tuberculosis mutante (mc?6030) que possui replicacéo limitada e
testaram em camundongo normal e imunocomprometido. Adicionalmente, ao
se realizar a deplecédo de linfocitos TCD8" bem como de NK1.1 e de TCR+4
observou-se pouco efeito na protecdo induzida pela vacinacao, sugerindo que
as células duplo negativas foram responsaveis pela protecéo induzida pela
vacina. Além disso, notou-se que estas células sdo dependentes de MHC Il e
sdo secretoras de INF-y, porém em menor quantidade do que as TCD8". A
atenuacdo da viruléncia do bacilo M. tuberculosis foi também estudada por
HENAO-TAMAYO et al. (2007) retirando a lipoproteina Rv3763 do bacilo da
tuberculose. A protecdo contra a tuberculose foi similar entre os animais que
receberam o M. tuberculosis mutante e o BCG bem como a ativacao de células
CD4 e CD8 que secretam IFN-y, indicando que apesar da atenuacdo do

microrganismo mutado, foi preservado as suas propriedades vacinogénicas.
9.2 Vacinas de DNA e subunidades

A possibilidade de usar vacinas de DNA é uma alternativa arriscada
pois elas sdo construidas para codificar varios antigenos, os quais séo
selecionados para que nédo interfiram nas provas de sensibilidade cutanea. A
selecdo do antigeno usado nas vacinas de DNA esta limitada pela
imunogenicidade da proteina que sera expressa. Varias vacinas de DNA
contendo plasmideo com genes de antigenos micobacterianos como os
membros das micolil-transferase (complexo 85) (HUYGEN, 1998) e proteinas
do choque térmico (Hsp60, 65, 70) (LOWRIE & SILVA, 2000; FERRAZ ert al.,
2004; LOWRIE, 2003; JOHANSEN et al., 2003), tém sido testadas em modelos

animais contra tuberculose.



36

As vacinas de DNA nao somente geram linfécitos Th1 especificos
como também TCD8, os quais sao considerados importantes na protegcao
contra tuberculose (LOWRIE et al., 1994; SILVA, 1996; BONATO et al., 1998).

Os antigenos Ag85 - 85A, 85B e 85C — antigeno PstS-1, proteinas
de choque térmico hsp65 e 70 e ESAT-6 s&o os principais candidatos a
construgédo de vacina de DNA contra a tuberculose, (HUYGEN et al., 1996;
BONATO et al., 1998). Esses antigenos tém capacidade elevada de induzir
altos niveis de resposta imune, mobilizando todo o sistema celular, CD4 - CD8,
Th1, Th2, macréfagos, células monocitarias em geral, com produgdo de
citocinas mais atuantes, entre estas, o interferon gama e o fator de necrose
tumoral alfa. Camundongos que receberam vacina de DNA demonstraram essa
mobilizacdo celular e adquiriram significante protecdo antituberculosa
(HUYGEN et al., 1996). PAULA et al. (2007) aperfeicoou a vacina de DNA, co-
encapsulando DNAhsp65 e o adjuvante trealose dimicolato (TDM) em esferas
biodegradaveis para que a vacina fosse administrada em uma unica dose. Os
autores realizaram os testes em camundongos e em cobaias observando boa
eficacia e diminuicdo da patologia pulmonar em ambos os tipos de animais.

As proteinas CFP-10 (Rv3874), GroES (Rv3418c) e complexo 85
sao muito usadas como antigenos recombinantes devido a sua elevada
capacidade de induzir a ativacao de células T. Estes antigenos foram similares
ao induzir uma resposta Th1 protetora em camundongos, sugerindo que
nenhum deles é imunodominante (HUEBNER, 2004). Também o ESAT-6
(Rv3875) com massa molecular de 6-KDa, (do inglés early secretory antigenic
target 6) caracterizado por SORENSEN et al. (1995), uma proteina codificada
na regido RD-1 (do inglés regions of difference) BRODIN et al. (2006) de varias
espécies do complexo M. tuberculosis, exceto nos subtipos do M bovis BCG
tem sido muito utilizada (MAHAIRAS et al., 1996; BERTHET et al., 1998). Em
animais infectados com M. tuberculosis, tratados e reinfectados observou-se
uma forte resposta de células T ao ESAT-6, sugerindo que esta proteina
também é imunogenica (HUEBNER, 1994; FAN et al., 2006; LI et al., 2006).
Este fato foi confirmado quando BRANDT et al. (2004) avaliaram o potencial do
ESAT-6 em modelo vacinal, demonstrando que a vacinagao com este antigeno
induz resposta de célula T e protecdo semelhante a obtida com o BCG.

RIGANO et al. (2006) utilizando plantas transgénicas (Arabidopsis thaliana)
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para expressarem uma proteina de fusdo contendo o antigeno ESAT-6 do M.
tuberculosis e uma enterotoxina (LTB) da Escherichia coli (LTB-ESAT-6),
elaboraram ragdo para camundongos e os imunizaram por via oral. Apés o
desafio com M. tuberculosis, apesar do aumento na produgédo de IFN-v pelas
células T CD4" dos linfonodos mesentéricos, ndo se observou uma boa
protecdo. Estes resultados sugerem que nao basta ser imunogénica, mas a via
de administragdo de uma vacina é crucial na determinag&o da protecao.

As proteinas do complexo 85 sdo produzidas por M. tuberculosis
em abundancia. A importancia destas proteinas se deve, provavelmente, ao
seu papel na sintese da parede celular e dos acidos micélicos de
micobactérias. De modo igual, demonstrou-se que quando os mondcitos
humanos sao infectados por M. tuberculosis, estas micobactérias secretam o
complexo 85, isto poderia ser vantajoso para desenvolver uma vacina, visto
que a liberacéo destas proteinas é de suma importancia para o processamento
intracelular deste patégeno via MHCII (HAUEBNER, 1994; VORDERMEIER et
al., 2006). A imunizagcdo de camundongos utilizando plasmideo de DNA
contendo o Ag85 induz resposta immune humoral e celular, conferindo
significante protecdo, quando desafiados com M. tuberculosis e BCG
(HUYGEN, 1996).

D’ SOUZA et al. (2002) em um modelo de tuberculose experimental
testaram uma vacina em camundongos com os antigenos Ag85 A, Ag85B ou
PstS-3 de M. tuberculosis encapsulados em lipossomos catibnicos e
verificaram que houve inducédo de resposta imune celular e humoral, sendo
protetora em duas vias de imunizacdo (intramuscular e intranasal). Apos a
quarta semana de infec¢do, o Ag85 promoveu quase meio log de protegao de
(CFU de 5,8 comparada com 5,5 do BCG).

O MPT-51 (Rv3803c) é um antigeno recombinante de 27 KDa
codificado na regido FbpC1 adjacente ao gene FbpA do M. tuberculosis. Essa
proteina é também denominada como Ag.85 D ou MPB 51 (NAGAI et al.,,
1991). Apesar de possuir 40% de homologia ao complexo Ag85 este nédo
possui atividade micolil transferase (RINKE DE WIT et al., 1993)
caracterizando-o como uma nova familia ndo catalitica com capacidade de
ligar-se a fibronectina (KITAURA et al., 2000). O MPT51 & um antigeno protéico

expresso em outras micobactérias como M. leprae (RINKE DE WIT et al.,
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1993), M. avium e M. bovis BCG (OHARA et al., 1997). Este antigeno tem se
mostrado um bom marcador para diagnéstico de tuberculose (ALMEIDA et al.,
2008), principalmente em pacientes co-infectados com HIV (SINGH et al.,
2005).

A Mtb 72F foi a primeira vacina recombinante contra TB testada em
humanos. Essa proteina é obtida da fusdo dos antigenos Mtb39 e Mtb32, e foi
testada como subunidades vacinais, resultando em protecdo contra cepa
virulenta de M. tuberculosis em camundongos quanto a producdo de IFN-¥ e
ativacdo de células TCDS8, assim essa subunidade poderia ser aplicada na
estratégia de profilaxia-reforco da BCG. (SKEIKY et al., 2004). BRANDT et al.
(2004) realizaram estudo com a Mtb72F e observou que houve aumento da
resposta imune Th1, entretanto ndo houve diminuicdo da carga bacteriana no
pulmao, sugerindo que a co-administracdo de vacinagdo do BCG com Mtb72F

pode limitar a consolidagao do pulmao.

9.3 Vacinas com vetores vivos

Vetores vivos, como as vacinas virais recombinantes ou Salmonella
modificada contendo genes imunodominantes de M. tuberculosis, sao
candidatos a vacina e tem mostrado boa protecdo em modelos animais
(MOLLENKOPF et al., 2001). As vacinas virais recombinantes expressando
Ag85A (MVA 85A) usando diferentes estratégias de vacinagdo em humanos
(Homologas ou Heterologas) encontram-se em fase de teste pré-clinico.
Entretanto, este tipo de vacina poderia provocar resposta imune contra o vetor,

limitando o numero de possiveis imunizagbes (MCSHANE et al., 2004).

10 Objetivo

Este trabalho visa abordar o estudo de alguns componentes da
resposta imune a tuberculose para aplicabilidade em métodos de diagndstico
no rebanho bovino e imunizagdo para controle da enfermidade nos animais e

no homem.
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CAPITULO 2 The use of MPT-51, BCG and Ag85 as antigens in an ELISA

for the diagnosis of bovine tuberculosis

Abstract

Tuberculosis is a chronic disease in cattle caused by intracellular infection with
Mycobacterium bovis, which leads to significant economic losses. The disease
control is based on the intradermal tuberculin test (ITT). This test has some
restrictions, such as the high incidence of false negative and positive results.
The aim of this work was to investigate an in house enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), using MPT-51 and Ag85 and M. bovis- BCG as
antigens in order to evaluate their performance in the diagnosis of bovine
tuberculosis. The test groups consisted of 208 serum samples from ITT-positive
animals and 54 samples from ITT-negative animals, collected in an endemic
region of Brazil. ELISA using Ag85 and M. bovis-BCG were able to discriminate
ITT positive from ITT negative animals, while MPT-51 did not demonstrate a
good performance. According to the sensitivity (Se) and specificity (Sp) of the
tests, M.bovis-BCG presented the best scores (Se=81% and Sp= 90%). The M.
bovis-BCG and Ag85 were strongly recognized by the serum of naturally
tuberculosis infected bovine. These antigens can be further investigated to be

used as a tool for the diagnosis tuberculosis in bovines.

Keywords: Bovine tuberculosis, Bacillus Calmette-Guérin, Diagnosis,

Recombinant antigens.
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Introduction

Tuberculosis is a chronic disease in cattle caused by intracellular
infection with an acid-fast bacterium, Mycobacterium bovis (Pollock and Neill,
2002). The infection is characterized by granulomatous lesions in the
respiratory tract and draining lymph nodes, composed by a pronounced
infiltration of mononuclear cells, including macrophages and lymphocytes (Neil
et al., 1994; Cassindy et al, 2001).

Latin America and the Caribbean have approximately 300 million cattle
heads and the prevalence of TB in this population is between 0.9 and 2.9%,
depending on the region and type of productive system (Kantor and Ritacco
1994). The Brazilian bovine population is about 200 million animals. During
1989 and 1998, official notification data indicated a national prevalence of 1.3%
infected animals (BRASIL, 2006). Bovine tuberculosis leads to significant
economic losses (Pollock and Neill, 2002). The impact varies by continent and
economic status of countries. In regions where TB is endemic, it exerts an
adverse influence on livestock economy due to the culling of positive animals
and economic barriers to national and international trade. In addition, M. bovis
remains a serious zoonotic threat to human health in developing countries
(Daborn and Grange, 1993).

Nowadays, programs to control bovine tuberculosis are based on the
intradermal tuberculin test (ITT), which relies on a memory immune response
against purified protein derivatives (PPD) from M. bovis (Monaghan et al.,
1994). Nevertheless, this test has restrictions, such as the high incidence of

false negative and positive results (Pollock and Neill, 2002; Monaghan et al.,
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1994; Doherty et al.,, 1996). The dynamics of bovine tuberculosis among
animals, as well as the period that the animal remains in the livestock, and the
impact upon the ability to make a detectable immune response, thus, affect
directly the ability of the ITT to efficiently diagnose bovine tuberculosis (Snider;
1982; Rua-Domenech et al., 2006).

A more effective method to detect infected animals needs to be
developed. Several tests have been evaluated as substitutes for ITT (Cousins
et al., 1998; Wood and Jones, 2001; Buddle et al., 2001). The performance of
enzyme-linked immunosorbent assays in the diagnosis of bovine tuberculosis
has been investigated (Plackett et al., 1989; Yearsley et al., 1998; Lilenbaum et
al., 2001; Thom et al., 2004; Pollock et al., 2005). Antibody-based tests may
help to detect ITT-negative or anergic cattle in advanced phases of infection
(Plackett et al., 1989), and also may contribute to elucidate the epidemiological
status of farms (Amadori et al., 1998).

The combination of some immunogenic protein antigens involved in
humoral immune responses of M. bovis-infected bovines can be used to insure
coverage of a possible variation in the immune response of cattle (Lyaschenko
et al., 1998; Lightbody et al., 2000). The protein MPT-51 is one of the major
proteins in the culture filtrate of M. bovis (Ohara et al., 1995; Lyashchenko et
al.1998). Another candidate protein antigen, Ag85, induces antibodies in
bovines experimentally infected with M. bovis (AN5S strain) showing the
immunogenicity of this antigen (Harboe et al., 1990). Bacillus Calmette-Guérin
(BCG), an attenuated M.bovis strain after nearly 230 serial in vitro passages, is
largely used as a human vaccine, being available in almost all continents and

retains the majority of the wild type M. bovis antigens (Calmette et al., 1927;
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Behr et al., 1999). In this regard, the recombinant antigens MPT-51 and Ag85,
and the M.bovis-BCG bacilli are good options to be used in a serological
diagnosis of bovine tuberculosis. The aim of this study was to use MPT-51 and
Ag85 recombinant antigens and M.bovis-BGC to detect tuberculosis infected

cattle employing an antibody-based test.

Materials and methods

Animals

ITT positive cattle group: The test group consisted of 208 serum samples
from tuberculin skin test-positive bovines from dairy farms located in state of
Goias and the Federal District, Brazil.

ITT negative cattle group: The negative test animals consisted of 54
serum samples of cattle of the same age and regions as the ITT-positive group.

Serum samples: The serum samples of animals were collected after the
ITT and allocated into group A (ITT-positive animals, 208 samples) and group B
(ITT-negative animals, 54 samples). Sera were separated by centrifugation and

stored in 2-ml aliquots in cryotubes at -20°C until usage.

ELISA

The MPT-51 and the Ag85 recombinant antigens were produced and
donated from Colorado State University (CSU) through the material agreement
transference contract N° NO1-Al-75320. Lyophilized BCG was kindly donated
by Butantan Institute - S&o Paulo, Brazil. The bacilli were heated and sonicated

for 30 min prior to use.
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Flat-bottomed polystyrene Immulon 2 microtitre plates (Corning
Incorporated Costar®, New York, USA) were coated with 1ug/well of rMPT-51,
rAg85 or BCG in carbonate buffer (pH 9.6) and incubated for 18 h at 8°C.
Blockage was done with 100ul of PBS 1% gelatin per well for 120 min at 37 °C
and the serum dilutions in PBS 0.1% gelatin were added. For the rMPT-51
ELISA test the optimized serum dilution was 1:800, while a 1:40 dilution was
done for rAg85 and BCG. The plates were incubated for 60 min at 37°C. The
plates were then washed six times with PBS, 0.05% tween-20. The plates were
washed again, and incubated at 37°C with 50pl per well of a monoclonal anti-
bovine immunoglobulin G (IgG) conjugated with peroxidase (1:15,000 in PBS,
0.1% gelatin; Sigma, St Louis, MO, USA) for 60 min. Finally, 50ul of chromogen
substrate was added (5mg of OPD; 20ul of H,O, and 5 ml of citrate phosphate
buffer, pH 5.2). In order to stop the reaction H,SO4 4N (50pul/well) was added,
and the plates were read at 492 nm. Wells without sera, or without antigen were
used as controls for non-specific conjugate binding. The mean absorbance
values were calculated from the duplicate wells for each serum. The cut off was
established using the Roc curve. This analysis was performed using the SPSS

version 11.0 and Epilnfo 6.04 software.

Statistics

For statistical analysis, the Graph Pad Prism® version 4.02 and EXCEL
Microsoft® Excel software were used. The ANOVA test was used to evaluate
the variance between the groups. Student’s f test compared the group samples.

It was considered significantly different when p<0.05.
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Results

According to the Roc curve, the MPT-51 presented an area under the
curve of 0.4 and thus did not have a good performance. For this reason the
specificity chosen was 44% allowing a sensitivity of 48% and the cut off was
0O.D. 21.301. For Ag85, the Roc curve considered an area under the curve of
0.7, consequently a specificity of 88% and sensitivity of 45% was adopted. The
cut off was O.D. 20.898. Analysis of assays using BCG was done with the cut
off at O.D. 21.287. For the bacilli the Roc curve presented the area under the
curve of 0.9 and consequently a sensitivity of 81% and specificity of 90% were
adopted (Table 1).

The distribution of ELISA O.D. values in the detection of antibodies
against rMPT-51, rAg85, and BCG of the two tested bovine groups are shown in
Figure 1. When antibodies against rMPT-51 were analyzed for Group A (ITT-
positive animals), the mean O.D. value observed was 1.310 + 0.518 (Fig. 1C)
while for rAg85 antigen (Fig. 1B) and BCG (Fig. 1A) the mean O.D. values were
0.930 + 0.512 and 1.642 * 0.449 respectively. For Group B (ITT-negative
animals) antibody titers against rMPT-51, rAg85, and BCG were, respectively,
1.357 £ 0.533, 0.618 £ 0.223 and 1.037 = 0.248. In all ELISA tests, the mean
O.D. of ITT-positive animals was higher than the ITT-negative animals (p<0.05),
except for MPT-51.

Considering the cut off value adopted for each antigen, the percentage of
false positive results for rMPT-51 was 48.14%, for rAg85 it was 11% and for
BCG it was 9.25%. Moreover, 39.42%; 54.80%; 17.78% of the cattle presented
false negative results when rMPT-51, rAg85 and BCG were used as antigens,

respectively.
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4. Discussion

The diagnosis of bovine TB using the ITT presents several deficiencies.
The animals’ response to the PPD antigens depends on several factors: the
stage of the disease; co-infection with environment mycobacteria; vaccination
against M. avium sp. paratuberculosis; concomitant infection with viruses;
transport and nutritional stress. In addition, other problems arise from the
tuberculin antigen used in some farms, because of the use of low-potency
products. Finally, some problems can occur due to the lack of experience and
attention of the technician, and also to the use of equipment of poor quality
according to (Snider, 1982). All these aspects point to the need for a diagnostic
test for bovine TB that detect infected animals not screened by ITT, which
needs to be easy to manage and at least with the same specificity and
sensitivity as the ITT.

At the beginning of infection, the immune response to tuberculosis in
cattle is predominantly cellular, however, with advance, or disseminated
disease, the humoral immune response becomes very important as described
by (Pollock and Neill, 2002; Polock et al., 2005; Waters et al., 2006; Ritacco et
al., 1990). For this reason the development of a new diagnosis test for bovine
tuberculosis, based on the humoral immune response, should be considered. In
this study we tested three possible candidates for TB bovine diagnosis. Among
the tested antigens, M.bovis-BCG presented the best performance in our in-
house ELISA test.

The humoral immune response involves several antigens that can be
recognized in different stages of the disease (Lyashchenko et al., 1998).

However, most antigens present low specificity and sensibility, restricting their
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use in endemic areas. This fact could explain the low response to rMPT-51
antigen compared with M. bovis-BCG and rAg85. Probably, rMPT-51 is not a
dominant antigen in endemic areas like Brazil. Additionally, in an infection
model, rIMPT-51 specific antibodies appear only during the peak of the infection,
about 35 to 42 days post infection (Amadori et al., 2002). The time of the natural
infection progression in the animals included in this study could not be
estimated and probably is superior than that period, and therefore we could had
missed the time of infection that would be the best for MPT-51 antibody
recognition. In our study it was impossible to distinguish healthy and sick
animals because animals were naturally infected and the low sensitivity and
specificity of the ITT test. The serum from control group was also able to
recognize the rMPT-51. This observation could be explained by the fact that
MPT-51 is present not only in the tuberculosis complex but also in other
Mycobacterium species (Ohara et al., 1995).

Other studies have tested Ag85 antigen for using as diagnostic tool in
bovine tuberculosis (Rhodes et al., 2000; Linlebaum et al., 2001). The Ag85 is a
complex constituted of 85A, 85B, and 85C proteins that are encoded by three
different genes. These proteins present similarities at amino acid and gene
levels among the maijority of Mycobacterium sp. Bacilli, and thus cross-reactivity
is expected, mainly because of the occurrence of many species of
environmental mycobacteria. Contrary to previous studies (Lilebaum et al.,
2001), which found a sensitivity of 91.3% and specificity of 94.8% for r-Ag85,
we found lower sensitivity and sensibility for this antigen. This fact could explain
the observed low sensibility in spite of the fairly high specificity observed in our

results.
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BCG has been extensively used in bovine tuberculosis vaccine studies
(Aldewell et al., 1995; Vordermeir and Hewinson, 2006; Vordermeir et al.,
2006). One old study described the usefulness of BCG as a diagnostic toll
(Laborie & Laborie, 1957) but in the literature, this is the first time that M.bovis-
BCG is employed in an ELISA. The results presented here using M. bovis-BCG
shows that the use of a large repertoire of antigens is better for diagnostic
purposes. Use of M.bovis-BCG as a diagnostic tool represents an advantage for
developing countries like Brazil, because of its low cost and also because it
could be used to discriminate sick animals from those presenting cross-
reactivity to TB antigens because of exposure to environmental mycobacteria.
The proteins contained in M. bovis-BCG proved to be a good source of antigen
to be used in the diagnosis of bovine tuberculosis because they were capable of
differentiating negative and positive animals.

Considering time, distances and costs, there are many advantages in
using serological methods such as ELISA for the diagnosis of bovine
tuberculosis when comparing to ITT. First, the elimination of another handling
step of the animals. Second, just one visit of the veterinarian to the ranch is
necessary. Brazil is a continental country and many of the farms are very
distant from urban centers, making it difficult for posterior visits of veterinarians.
The third advantage of an ELISA test is that blood sampling can be repeated as
often as necessary, without altering the immune status of the animal. Also, the
interpretation is based on numerical values, more objective than the observation
of the swelling of the skin. Finally, the ELISA test can detect ITT-anergic
animals, since retaining these animals on farms represent a risk factor for

spreading bovine tuberculosis (Placket et al., 1989; Lilenbaum et al., 1999).
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Therefore, due to the problems shown above, besides the transmission
dynamic of bovine tuberculosis among the animals, the time needed for an
animal to present a detectable immune response, no diagnostic method is
efficient enough to detect all the infected animals, so several diagnostic tests
have been developed (Rua-Domenech et al.,2006). It is a fact that these
animals keep the bacilli in the herd. However, the ITT-anergic animals can be
detected through the serologic test by ELISA (Wiker et al., 1986 and Yearsley et
al., 1998).

Whole M. bovis-BCG bacilli showed the best performance to be used as
an antigen for a bovine TB ELISA, when compared to the recombinant antigens
(MPT-51 and Ag85, p<0.05). However, Ag85 was strongly recognized by the
serum of those animals, and therefore these antigens demonstrate a good
potential to be used as a tool in the diagnosis of bovine tuberculosis. Further
work should be performed in different epidemiological settings to validate the

proposals set forth in this work.

Acknowledgements
Supported by grants from Conselho de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico — CNPq, and Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de

Nivel Superior - Brazil.



78

References

Aldwell, F.E., Pfeffer, A. Delisle, G.W., Jowett, G., Heslop, J., Keen, D.,
Thomson, A., Buddle, B.M., 1995. Effectiveness of BCG vaccination in

protecting possums against bovine tuberculosis. Res Vet Sci. 58, 90-95.

Amadori, M., Lyashchenko K.P., Genaro, M.L., Pollock, J.M., Zerbini, I.,
2002. Use of recombinant proteins in antibody tests for bovine

tuberculosis. Vet. Microbiol. 85, 379-389.

Amadori, M., Tameni, S., Scaccaglia, P., Cavirani, S., Archetti, I.L.
Quondam Giandomenico, R., 1998. Antibody tests for identification of
Mycobacterium bovis infected bovine herds. Journal of Clinical

Microbiology. 35, 566-568.

Behr, M.A., Wilson, M.A., Gill, W.P., Salamon, H., Schoolnik G.K., Rane S.,
1999. Comparative genomics of BCG vaccines by whole-genome DNA

microarray. Science. 284, 1520-1523.

Buddle, B.M., Ryan, T.J., Pollock, J.M., Andersen, P., de Lisle, G.W., 2001.
Use of ESAT-6 in the interferon-gamma test for diagnosis of bovine

tuberculosis following skin testing. Vet. Microbiol. 80, 37-46.

Calmette, A., Guerin, C., Negre L., Bocquet, A., 1927. Sur la vaccination
préventive des enfants nouveau-nés contre la tuberculose par le BCG.

Ann. Inst. Pasteur. 3, 201.



79

Cassidy, J.P., Bryson, D.G., Guetiérrez Cancela, M.M., Forster, F., Pollock,
J.M., Neill, S.D., 2001. Lymphocyte subtypes in experimentally induced

early-stage bovine tuberculosis lesions. J. Comp. Path. 124, 46-51.

Cousins et al., 1998 In: D.V. Cousins, L.A. Corner, J.W. Tolson, S.L. Jones
and P.R. Wood, Editors, Eradication of bovine tuberculosis from
Australia: Key management and technical aspects, CSL, Australia

(1998).

Daborn, C.J., Grange, J.M., 1993. HIV AIDS and its implications for the

control of animal tuberculosis. Br. Vet. J. 149, 405-417.

Doherty, M.L., Monaghan, M.L., Bassett, H.F., Quinn, P.J., Davis, W.C,,
1996. Effect of dietary restriction on cell-mediated immune responses in
cattle infected with Mycobacterium bovis. Veterinary Immunology and

Immunopathology. 49, p.307-320.

Harboe, M., Wiker, H.G., Duncan, R., Garcia, M.M., Dukes, T.W., Brooks,
B.W., Turcotte, C., Nagai, S., 1990. Protein G-Based Enzyme-linked
Immunosorbent Assay for Anti-MPB70 Antibodies in Bovine

Tuberculosis. J Clin Microbiol. 28, 913-921.

Kantor, I.N., Ritacco, V., 1994. Bovine tuberculosis in Latin America and
Caribean: Currente status, control and erradication programs. Vet.

Microbiol. 40, 5-14.

Laborie, F., Laborie R., 1957. BCG and bovine tubercle bacillus in diagnosis

of bovine evolutive tuberculosis by hemagglutination, the



80

reticuloendothelial index, intravenous tuberculin test and paper

microelectrophoresis. Rev Pathol Gen Physiol Clin. 57, 1707-17.

Lage, A.P., Roxo, E., Muller, E.E. Poester, Cavalléro, F.P.V., Mauad, J.C.
Ferreira Neto, J.S., Mota, P.M.P.C., Gongalves, V.S.P. Brasil. Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Programa Nacional de

Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal.

(PNCEBT). Brasilia : MAPA/SDA/DSA, 2006. 188 p.

Lightbody, K.A., Mcnair, J., Neill, S.D., Pollock, J.M., 2000. IgG isotype
antibody responses to epitopes of the Mycobacterium bovis protein
MPB70 in immunized and in tuberculin skin test reactor cattle. Vet.

Microbiol. 75, 177-188.

Lilenbaum, W., Pessolanl, M.C.V., Fonseca, L.S., 2001. The Use of Ag85
Complex as Antigen in ELISA for the Diagnosis of Bovine Tuberculosis
in Dairy Cows in Brazil. J. Vet. Med. B: Infect. Dis. Vet. Public Health.

48, 161-166.

Lilenbaum, W., Schettini, J.C., Souza, G.N., Ribeiro, E.R., Moreira, E.C.,
Fonseca, L.S., 1999. Comparison between a gamma-IFN assay and
intradermal tuberculin test for the diagnosis of bovine tuberculosis in

field trials in Brazil. Zentralbl Veterinarmed B. 46, 353-8.

Lyashchenko, K.P., Pollock, J.M., Colgangeli, R., Gennaro, M.L., 1998.
Diversity of antigen recognition by serum antibodies in experimental

bovine tuberculosis. Infect Immun. 66, 5344-5349.



81

Monaghan, M.L., Doherty, M.L., Collins, J.D., Kazda, J.F., Quinn, P.L., 1994.

The tuberculin test. Vet. Microbiol. 40, 11-124.

Neill, S.D., Pollock, J.M., Bryson, D.B., Hanna, J., 1994. Pathogenesis of

Mycobacterium bovis infection in cattle. Vet. Microbiol. 10, 41-52.

Ohara, N., Kitaura, H., Hotokezaka, H., Nishiyama, T., Wada, N.,
Matsumoto, S., Matsuo, T., Naito, M., Yamada, T., 1995.
Characterization of the gene encoding the MPB51, one of major
secreted proteins antigens of Mycobacterium bovis BCG, and
identification of the secreted protein closely related to the fibronectin

binding 85 complex. Scand J Immunol. 41, 433-442.

Plackett, P., Ripper, J., Corner, L.A., Small, K., de Wittle, K., Melville, L.,
Hides, S., Wood, P.R., 1989. An ELISA for the detection of anergic

tuberculous cattle. Aust Vet. J. 66, 15-19.

Pollock, J.M., Neill, D., 2002. Mycobacterium bovis infection and

tuberculosis in cattle. Vet. J. 163, 115-127.

Pollock, J.M., Welsh, M.D., Mcnair, J., 2005. Immune responses in bovine
tuberculosis: towards new strategies for the diagnosis and control of

disease. Veterinary Immunology and Immunopathology. 108, 37-43.

Rhodes S.G., Gavier-Widen, D., Buddle, B.M., Whelan, A.O., Singh, M.,
Hewinson, R.G., Vordermeier, H.M., 2000. Antigen specificity in
experimental bovine tuberculosis. Infection and Immunity. 68, 2573-

2578.



82

Ritacco, V., Lopez, B., Barrera, L., Nader, A., Fliess, E., Kantor, .N., 1990.
Further evaluation of an indirect enzyme-linked immunosorbent assay

for the diagnosis of bovine tuberculosis. J. Vet. Med. 37, 19-27.

Rua-Domenech, R., Goodchild, A.T., Vordermeier, H.M., Hewinson, R.G.,
Christiansen, K.H., Clifton-Hadley, R.S., 2006. Ante mortem diagnosis
of tuberculosis in cattle: a review of the tuberculin tests, gamma-
interferon assay and other ancillary diagnostic techniques. Res Vet Sci.

81, 190-210.

Snider, D.E., 1982. The tuberculin skin test. Am Rev Respir Dis. 125, 108-

118.

Thom, M., Morgan, J.H., Hope, J.C., Villareal-Ramos, B., Martin, M.,
Howard, C.J., 2004. The effect of repeated tuberculin skin testing of
cattle on immune responses and disease following experimental
infection with Mycobacterium bovis. Vet. Immunol. Immunopathol. 102,

399-412.

Vordermeier, H.M., Chambers, M.A., Buddle, B.M., Pollock, J.M. Hewinson,
R.G., 2006. Progress in the development of vaccines and diagnostic
reagents to control tuberculosis in cattle. The Veterinary Journal. 171,

229-244.

Vordermeier, M., Hewinson, R.G., 2006. Development of cattle TB vaccines

in the UK. Veterinary Immunology and Immunopathology 112, p.38-48.



83

Waters, W.R, Palmer, M.V., Thacker, T.C., Bannantine, J.P., Vordermeier,
H.M., Hewinson, R.G., Greenwald, R., Esfandiari, J., Mcnair, J.,
Pollock, J.M., Andersen, P., Lyashchenko, K.P., 2006. Early antibody
responses to experimental Mycobacterium bovis infection of cattle. Clin

Vaccine Immunol. 13, 648-54.

Wiker, H.G.; Harboe, M.; Nagai, S.; Patarroyo, M.E.; Ramirez, C.; Cruz, N.,
1986. MPB59, a widely cross-reacting protein of Mycobacterium bovis

BCG. Int Arch Allergy Appl Immunol. 81, 307-314.

Wood, P.R., Jones, S.L., 2001. BOVIGAM™: an in vitro cellular diagnostic

test for bovine tuberculosis. Tuberculosis. 2001, 147-155.

Yearsley, D., Egan, J., Costello, E., O'’relly, P., Hewinson, R.G., 1998. An
evaluation of an anamnestic ELISA for the detection of tuberculosis

cattle. Irish Vet. J. 51, 303-306.



84

Table 1. Sensitivities and specificities of the ELISA test for the TB diagnosis

No. of animals positive/no. tested

ELISA OD cut off ITT positive animals ITT negative animals  Sensitivity (%)  Specificity (%)
MPT-51 1.301 114/208 26/54 44 48
Ag85 0.898 100/208 6/54 45 88

BCG 1.287 171/208 5/54 81 90
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Figure 1. Serum levels of IgG anti-BCG (1A), anti-Ag85 (1B) and anti-

MPT-51 (1C) from ITT positive and ITT negative bovines from Goias and

Federal District, Brazil. * p<0.05.



CAPITULO 3- Bovinos tuberculosos, naturalmente infectados, apresentam
células TCD4'IL-4" especificas preservando a produgio de éxido nitrico

pelos macréfagos

RESUMO

A fungéo das células TCD4'IL-4" e TCD8'IL4™ na resposta imune dos bovinos
com tuberculose ainda ndo esta totalmente esclarecida. Sabe-se que a IL-4
diminui a eficacia da resposta Th1, através da diminuicdo da expressao de
oxido nitrico sintetase e ativacdo de macréfagos. O objetivo desse trabalho foi
correlacionar o estado clinico do animal, a positividade ao teste intradérmico,
com a producéo especifica de IL-4 por linfécitos TCD4" e TCD8", e a producéo
de oOxido nitrico por macréfagos do sangue periférico de bovinos naturalmente
infectados com tuberculose. Para a realizagdo deste estudo, avaliou-se animais
tuberculino positivos e negativos. A partir de PBMC isolaram-se as células
mononucleares e se ajustou a uma concentragdo de 2x10° por orificio para
avaliar os linfocitos TCD4 e TCD8 positivos para IL-4 e 10° para avaliar a
producéo de NO. As células CD4*IL-4" apresentaram resposta especifica para
extrato protéico de M. bovis-BCG. Foram observados niveis basais altos de
linfocitos TCD8'IL-4" independente de estimulos nos animais reagentes. Os
animais controles produziram mais NO (7,19 + 3,26 umol/L) quando as células
mononucleares foram estimuladas com tuberculina do que os animais
tuberculino positivos (6,27 +3,54 wumol/L). Quando as culturas foram
estimuladas com extrato protéico de BCG nao houve diferengca quanto a
producao de NO entre os reagentes (8,43 + 7,12 umol/L) e os controles (7,53

4,32 umol/L). Os bovinos tuberculosos, naturalmente infectados, apresentaram
células TCD4'IL-4" especificas para M. bovis-BCG preservando a produgéo de

oxido nitrico pelos macrofagos.

Palavras-Chave: Mycobacterium bovis, Células mononucleares, 6xido nitrico,

IL-4, linfocitos T, bovinos
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ABSTRACT

The function of CD4*IL-4" and CD8IL4" T cells in the bovine tuberculosis
immune response has not been fully clarified yet. It is known that IL-4 reduces
the effectiveness of the Th1 response, by reducing nitric oxide synthase
expression and macrophages activation. The aim of this study was to correlate
the animal clinical condition, the positivity of the intradermal tuberculin test
(ITT), with the specific production of IL-4 by CD4" and CD8" T lymphocytes and
nitric oxide production by peripheral blood macrophages from cattle naturally
infected with tuberculosis. For this purpose, tuberculin test positive and negative
animals were evaluated. The isolated mononuclear cells were prepared from
PBMC, and it was adjusted to a concentration of 2x10° per well to evaluate the
TCD4 and TCD8 lymphocytes positive for IL-4 and 10° per well to evaluate the
NO production. The CD4’IL-4" cells showed specific response to protein extract
of M. bovis - BCG. High background levels of CD8*IL-4" lymphocytes were
observed in positive ITT without any stimuli. Control animals produced more NO
when mononuclear cells were stimulated with tuberculin (7,19 + 3,26 umol/L)
than the positive ITT group (6,27 + 3,54 umol/L). When the cultures were
stimulated with BCG protein extract, there was no difference in the NO
production, among tuberculin positive (8,43 + 7,12 umol/L) and tuberculin
negative (7,53 + 4,32 umol/L) groups. The naturally group showed CD4IL-4"
specific cells to M. bovis - BCG, preserving the nitric oxide production by

macrophages.

Key-words: mononuclear cells, nitric oxide, bovine
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INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma enfermidade crénica dos bovinos,
causada pelo Mycobacterium bovis, que ¢é caracterizada por lesdes
granulomatosas associadas principalmente ao trato respiratério e aos
linfonodos (NEILL et al., 1994). Avalia-se que mais de 50 milhdes de bovinos
ao redor do mundo estejam infectados por M. bovis, o que resulta em uma
perda econémica aproximada em U$ 50 bilhdes.

A interleucina 4 (IL-4) é produzida principalmente por células TCD4"
cujas fungdes incluem a inducao da diferenciacao de linfécitos TCD4 para Th2,
estimulacédo da producdo de anticorpos e supressao da fungcédo de macréfagos
IFN-+ dependente (YONG et al., 1989; BOGDAN et al., 1994; GORDON et al.,
2003).

Na tuberculose a IL-4, além de induzir a polarizacdo de sub-
populacdes de células T, esta associada com o desenvolvimento e progresséo
da doenca (HUYGEN et al., 1992). Acredita-se que essa citocina se opde as
funcdes protetoras do IFN-» na tuberculose (FLYN et al., 1993). Em bovinos
infectados experimentalmente com M. bovis, observa-se resposta celular
especifica para o derivado protéico purificado (PPD) com alta produgao de IL-4
(RHODES et al., 2000).

A contencdo da tuberculose a partir de anticorpos € controversa
(TEITELBAUM et al., 1998; GLATMAN-FREEDMAN et al., 1998). Entretanto,
sabe-se que a IL-4 além de atuar elevando a producédo de anticorpos, diminui a
eficacia da resposta Th1, através da reducdo da expressao de Oxido nitrico
sintetase e da ativagdo de macrofagos, levando a uma forma alternativa de
ativacao desses fagécitos, com diminuida eficacia anti-microbiana (BOGDAN et
al., 1994; GORDON et al., 2003).

Apesar da reducédo da atividade anti-microbiana ser associada a
progressédo da infeccdo, a diminuicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias auxiliam na redugcao das lesdes pulmonares o que possivelmente
contribui para a manutengédo do estado subclinico de alguns animais. O
objetivo desse trabalho foi tentar correlacionar o estado clinico do animal, a

positividade ao teste intradérmico, com a produgdo especifica de IL-4 por
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linfécitos TCD4" e TCD8", e a produgéo de dxido nitrico por macréfagos do

sangue periférico de bovinos naturalmente infectados com tuberculose.

MATERIAIS E METODOS

Populagao de Estudo

Os animais que fizeram parte deste experimento foram notificados
pelo veterinario credenciado ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento e devidamente comunicados a AGRODEFESA-GO. Todos os
bovinos eram fémeas, com idade variando entre 29 e 84 meses e com aptidao
leiteira, sendo a maioria holandesa preta e branca. Todas ja haviam parido
pelo menos uma vez e estavam em fase de lactagdo. O diagnéstico foi obtido
pelo teste intradérmico comparativo utilizando PPD-M e PPD-A. Consideraram-
se animais positivos para tuberculose aqueles cuja diferenca das leituras entre
PPD-M e PPD-A foi maior ou igual a 4 mm. Ap6s o diagnostico os animais
foram submetidos ao abate sanitario, obedecendo portanto as normas de
biosegurangca e nesta ocasi&do observou-se a presenca de lesdes no trato
respiratorio e linfonodos adjacentes. Os dados relativos aos animais utilizados
encontram-se no Quadro 1. Dentre os bovinos positivos poucos (seis animais-
35%) apresentavam lesbes visiveis. A maioria dos animais ndo apresentou
lesdes compativeis com a presenga de tuberculose (Quadro 1). Nenhum dos

animais apresentava sinais e sintomas de tuberculose.

IL-4

A populacéo de estudo composta de bovinos fémeas, adultas, foi
dividida em dois grupos experimentais: Grupo 1 (Gl) apresentaram quatro
bovinos reagentes ao teste de tuberculinizagao intradérmico que apresentaram
lesbes granulomatosas caseificadas ou nos pulmdes ou nos linfonodos
cervicais; e de quatro animais com caracteristicas semelhantes n&o reagentes

ao teste de tuberculina intradérmico (Gll).
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Producao de NO

Para a realizagdo desse experimento foi utilizado material
proveniente de 13 fémeas bovinas, adultas, da raca Holandesa, as quais foram
reagentes ao teste intradérmico de tuberculina e de seis animais fémeas

bovinas n&o reagentes (controle negativo).

Antigenos

O antigeno recombinante Ag85A (Rv3804c), foi produzido pela
Universidade Norte-Americana do estado do Colorado (Colorado State
University) e cedido ao Laboratorio de Imunopatologia de Doengas Infecciosas
da Universidade Federal de Goias mediante o convénio firmado pelo contrato
de N° NO1-Al — 75320. O BCG (Bacilli Calmette Guerin) liofilizado foi

gentilmente doado pelo Instituto Butantan, S&o Paulo, Brasil.

Coleta de Amostras

Coletaram-se 20 ml de sangue com heparina de ambos 0s grupos
de animais pertencentes a um rebanho do Estado de Goias. Estas amostras
foram processadas para obtencdo de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC).

Obtengao de PBMC (Células Mononucleares do Sangue Periférico) e

Cultura Celular

O sangue foi centrifugado nos proprios tubos de coleta por 15
minutos a 2000 rpm. Retirou-se os leucocitos com pipetas de Pasteur e as
células foram transferidas para tubos Falcon de 30 mL. Posteriormente
acrescentou-se 25 mL de solugédo salina a 0,9%, centrifugando por 15 minutos
a 2000 rpm. Retirou-se o sobrenadante com pipeta de Pasteur e acrescentou-
se 15 mL de tampao de lise (NH4Cl 155mM, KHCO3; 10 mM e agua para
500mL), deixando agir por 5 minutos e posteriormente completou-se para 30 ml
com solugao salina a 0,9%, centrifugando por 15 minutos a 2000 rpm. Apés a
transferéncia para um novo tubo de poliestireno foi adicionada salina 0,9%, e
os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1000rpm a 4°C. Apoés

ressuspender as células em meio RPMI completo (RPMI Medium 1640
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GIBCO™ 0,15% de bicabornato de sodio, 10% de soro bovino fetal, 1mg/mL de
L-glutamina 2mM SIGMA®, 100 Ul/ml de penicilina-estreptomicina SIGMA®, 1%
de piruvato de sodio SIGMA®, 1 mg/ml de aminoacidos ndo essenciais 100X
SIGMA®). Para avaliar a fungéo da IL-4, a concentragdo celular foi ajustada
para 2x10° por orificio, apdés a contagem em camara de Neubauer. Foram
adicionados 200ul da suspensao celular em cada orificio da placa de cultura
celular (Cell Wells™ ) com os antigenos Ag85A e BCG na concentragdo de
1ug/orificio e incubabou-se em estufa 5% de CO, a 37°C por 96 horas. A
concentracéo celular para a avaliagdo da producdo de NO foi ajustada em 10’
células/mL. As células isoladas foram estimuladas com 10 pg/mL de BCG, 5
pg/mL de tuberculina e incubadas em estufa de CO; a 5% e 37°C, durante 72

horas.

Analise de IL-4 intracelular em células T CD4 e CD8 por Citometria de

Fluxo

As culturas de PBMC foram tratadas com monensina para o
bloqueio do complexo de Golgi (Golgi Stop BD™) e incubadas por 6 horas a
37°C em estufa a 5% de CO,. Apds esta etapa foram acrescentados 200 pl por
orificio de PBS azida sédica e foram incubadas por 15 minutos a 4°C. Apéds
centrifugacéo a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C, as suspensdes celulares foram
colocadas em um microtubo constituindo o painel 1 do experimento onde foram
adicionados 5 pl de anti-CD8 PE-Cy5 (MCA 1654 PE, SEROTEC) e 5 ul de
anti-CD4 —FITC (MCA1653F, SEROTEC). Apds incubagdo por 30 minutos a
4°C, fixaram-se as suspensdes celulares com PBS paraformaldeido 0,4%;
azida soédica 0,1% por 15 minutos a 4°C. Depois de centrifugadas a 5000 rpm
por 15 minutos, 100 ul de Perm Wash (PERMA/WASH™ Buffer 10x stock)
foram adicionados a cada tubo, que foram incubados por 5 minutos a 4°C.
Apés centrifugacdo a 5000rpm durante 5 minutos a 4°C, 5 ul de anti-IL-4
(MCA2372B SEROTEC) foram adicionados e os tubos foram incubados por 30
minutos a 4°C e em seguida sendo acrescentado Perm wash 1X, centrifugando
em 5000 xg por 5 minutos a 4°C. As células foram ressuspendidas em PBS
com azida sbdica 0.1%. As aquisi¢cdes foram realizadas em citometro de fluxo
(BD FACS calibur, San Jose, Califérnia) do Hospital Araujo Jorge (Associagao

de Combate ao Cancer do Estado de Goias).
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Produgdo de NO

Apds 72 horas, 50uL de cada uma das amostras foram distribuidos
em quadruplicata, em uma microplaca de 96 pocgos para a avaliagdo da
concentracédo de NO. Avaliou-se a concentragao indireta de NO nas placas,
dosando-se nitrito de so6dio (NaNO;). Acrescentaram-se 50ulL de solugdo de
Griess (acido fosférico 2,5%, sulfanilamida 1% e naftil-etilenodiamina 0,1%) em
cada pogo da placa e apos incubacédo durante 30 minutos a temperatura
ambiente procedeu-se a leitura em espectrofotdbmetro com filtro de
comprimento de onda de 595nm. Apés a leitura da curva padrao, confeccionou-

se a equacéo da reta para quantificacdo da concentragcdo de NO das amostras.

Bactéria e Infecgdo dos macrofagos

O M. bovis-BCG foi gentiimente doado pelo Instituto Butantan-S&o
Paulo, Brazil.

O M. bovis foi originalmente isolado de lesbes de bovinos positivos
para o teste de tuberculina intradérmico. O bacilo foi cultivado em meio de
Stonebrink .

Os macréfagos isolados foram ajustados a uma concentracéo de
10" células/mL e infectado com M. bovis-BCG ou M. bovis isolado das lesdes
dos bovinos. As bactérias foram ajustadas em densidade oOptica de 0,20 e as

células foram infectadas em uma concentracéo de 1/10, 1/100 e 1/1000.

Analise Estatistica

Para realizagcdo da analise estatistica foi utilizado o programa
GraphPad Prism 4 Microsoft ® e Microsoft® Excel. Utilizou-se o teste de
variancia (ANOVA) ou o teste t de student para analise dos resultados, sendo

P<0,05 considerado estatisticamente significante.
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RESULTADOS

Para avaliar se os animais reagentes, porém assintomaticos,
apresentavam producao de IL-4 especifica quando linfocitos eram estimulados
com M. bovis BCG e Ag85, células mononucleares do sangue periférico foram
estudadas por citometria de fluxo. Quando as células dos animais reagentes a
tuberculina foram comparadas as células dos ndo reagentes apos o estimulo,
observou-se que havia resposta apenas quando as células foram estimuladas
com M. bovis- BCG (Figura 1, p<0,05).

Tanto os controles negativos quanto os animais reagentes tiveram
células TCD8'IL-4" em resposta aos antigenos utilizados. No entanto, deve-se
observar que estas células ja se encontravam presentes, mesmo na auséncia
de estimulos nos animais reagentes e nos controles. Os linfécitos TCD8IL-4"
dos animais reagentes estavam em porcentagem maior do que os dos animais

controles (Figura 2, p<0,05).

Como a IL-4 participa ativamente na modulagcdo da resposta
bactericida dos macréfagos, decidiu-se verificar as fungbes dessas células nos
animais reagentes comparados aos controles. Macrofagos de bovinos
positivos quando estimulados com tuberculina ou com M. bovis-BCG nao se

observou diferenga entre os animais (Figura 3 e 4).

Devido a auséncia de resposta diferencial satisfatoria decidiu-se
verificar se macréfagos de animais saudaveis respondem produzindo NO
quando desafiados com M. bovis BCG e com M.bovis isolado de um dos
animais infectados. A avaliagdo da cinética da infec¢do in vitro permitiu

observar uma crescente produgéo de NO frente aos bacilos vivos (Figura 5).

DISCUSSAO

A funcdo das células TCD4'IL-4" e de linfocitos TCD8'IL-4" em
areas endémicas para tuberculose bovina e humana é de dificil
esclarecimento. Isso porque o padrédo da resposta imune em paises em
desenvolvimento difere dos de paises desenvolvidos (GRAHAM et al., 2006).

Nestes paises ha maior controle sanitario, portanto a carga de parasitas
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intestinais é baixa ou inexistente e insuficiente para ativar uma resposta imune
do tipo Th2. Nos paises em desenvolvimento a freqlente exposi¢cdo dos
animais a helmintos faz com que haja uma constante resposta imune do tipo
Th2 (BROWN et al., 1994), obscurecendo dessa forma o real papel da IL-4 na
resposta a tuberculose. Em humanos a fung¢édo da IL-4 tem sido estudada por
ORDWAY et al. (2005) quanto a susceptibilidade dos pacientes e contatos em
desenvolverem a tuberculose ativa. Parece haver uma correlacdo entre a
presenca de IL-4 nas células T, no inicio da resposta, que resultam em
aumento da susceptibilidade dos contatos em desenvolver doenga clinica.
Este quadro na resposta imune dos trabalhadores que desenvolveram
tuberculose foi detectado anos antes do surgimento da doencga, sugerindo ser
um indicador da susceptibilidade a tuberculose. Esse parametro de
comparagao pode também ser utilizado para avaliar o papel da IL-4 em
animais reativos ao TTl em areas endémicas para tuberculose, uma vez que
em paises onde a tuberculose é controlada, sabe-se que a progressao de
lesbes causadas pelo bacilo esta relacionada a diminui¢do da IL-453, um
agonista da IL-4 (RHODES et al., 2007).

Apesar da IL-4 estar relacionada a producdo de anticorpos
(HUYGEN et al., 1992; HOWARD et al., 1999; DHEDA et al., 2005), observou-
se que os animais de ambos os grupos (reagentes e néo reagentes),
apresentaram niveis elevados de IgG especificos para o BCG ndo estando
portanto esta citocina, neste caso, correlacionada somente a producédo de
anticorpos (dados néo apresentados).

Neste estudo, a resposta dos linfécitos TCD8'IL-4" e TCD8+IL-4+ foi
independente da presenca de les&o. Entretanto, os linfocitos TCD4'IL-4"
responderam especificamente ao M. bovis-BCG, no grupo reagente ao teste
de tuberculina, apresentando resposta imune foi maior, independente do
estimulo, quando comparada ao grupo controle. Apesar de outros trabalhos
terem comprovado a presenca de IL-4 em casos de tuberculose (VAN
CREVEL, 2000; SMITH, 2002), os resultados apresentados aqui demonstram
que células TCD8 também podem ser estimuladas para produzirem IL-4. Além
do mais, os niveis basais de células TCD8'IL-4" no sangue periférico de

bovinos positivos € o dobro do que os dos animais negativos. WATERS et al.,
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(2003) comprovaram que a progressao da doenga, leva a diminuigcdo da
concentracdo do NO. Talvez este fato possa estar associado ao aumento da
concentracéo da IL-4 (BOGDAN et al., 1994; GORDON et al., 2003).

A IL-4 leva uma ativagdo alternativa dos macréfagos, que causa
uma diminui¢do do poder microbicida desta célula. Neste trabalho tanto nos
animais tuberculose positivos quanto no controle ndo demonstrou diferencga
quanto a produgdo de NO. Geralmente os macréfagos quando estimulados
com IFN-r antes de serem infectados com BCG produzem altos niveis de NO,
no entanto se os macréfagos forem diretamente infectados, a produgdo de NO
é reduzida provavelmente culminando com um baixo poder microbicida (DENIS
et al.,, 2005; CARPENTER et al.,1998). Nossos resultados, no entanto,
utilizaram extrato protéico total que contém diversas moléculas capazes de
induzir a ativagdo de macréfagos via Toll like receptors (por exemplo: mananas
aderidas as proteinas) gerando a produc¢do de NO independente da origem
destas células se de animais positivos ou negativos.

Quando macréfagos de animais saudaveis foram infectados com M.
bovis de rua (provenientes de um dos animais positivos), houve uma producao
de 24,14 + 5,37 de NO quando os macrofagos foram infectados com M. bovis e

18,74 + 6,32 quando infectado com M.bovis-BCG (Figura 5). Esses resultados
podem inferir numa possivel maior viruléncia do M. bovis recém isolado quando
comparado com o M. bovis-BCG. Se compararmos inadvertidamente, esse
resultado, com os dados dos animais infectados, estimulados com extrato
protéico, observamos uma producédo elevada de NO por macrofagos saudaveis
e infectados com M. bovis e M.bovis-BCG do que por macréfagos de animais
positivos (Figuras 3-5). Poderia se inferir que os macréfagos dos animais

infectados encontram-se debilitados ou incapazes de produzir NO.

Este trabalho, no entanto, ndo esclareceu se os macréfagos de
animais com tuberculose ativa sejam eles provenientes de animais com lesdes
ou nao, apresentam resposta reduzida quando infectados por M. bovis -BCG
ou M. bovis de rua. Trabalhos futuros que elucidem estas questbes, além do
papel de outras citocinas que podem ter influenciado direta ou indiretamente

nesses resultados, poderao explicar melhor a questao.



96

CONCLUSAO

Os bovinos tuberculosos, naturalmente infectados, apresentaram
células TCD4'IL-4" especificas para M. bovis-BCG preservando a producéo de
oxido nitrico pelos macrofagos pois a produgédo de NO por macréfagos do
sangue periférico € semelhante entre estes e aqueles se estimulados com

extrato protéico.
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QUADRO 1: Distribuicdo dos animais tuberculose positivos. Caracteristicas
gerais do histérico clinico.

Idade do Sexo Raca Teste de Lesoes °
Animal tuberculina
(meses) intradérmico (mm) ?
(PPD-M-PPD-A)
60 F Holandés (PC) 5,7-0,4 linfonodo
subescapular e
pulmao
52 F Holandés (PC) 4,5-0,2 linfonodo
subescapular
67 F Holandés (PC) 8,8-1,0 Sem leséo visivel
29 F Holandés (PC) 9,3-1,2 Sem leséo visivel
41 F Holandés (PC) 12,1-4,8 linfonodo
subescapular
56 F Holandés (PC) 7,0-2,5 Sem lesao visivel
43 F Holandés (PC) 7,2-0,8 Sem lesdo visivel
40 F Holandés (PC) 6,9-0,4 Sem leséo visivel
38 F Holandés (PC) 8,5-2,2 Sem leséo visivel
58 F Holandés (PC) 17,9-7,9 Sem lesao visivel
67 F Holandés (PC) 8,6-1,0 Sem leséo visivel
50 F Holandés (PC) 8,4-0 Sem leséo visivel
55 F Mestico- 9,9-2,6 Lesao no pulmao
Holandés e linfonodo
subescapular e
84 F Mestigo- 4,9-0,2 Extensiva aos
Holandés pulmdes,
linfonodos
submandibulres e
retrofaringeo
32 F Mestico- 5,3-0,6 linfonodo
Holandés subescapular
56 F Mestico- 7,0-2,0 Sem leséo visivel
Holandés
38 F Mestico- 12,6-1,6 Sem les3do visivel
Holandés

@ Teste intradérmico comparativo entre PPD de M. bovis e PPD de M. avium.

b | esBes granulomatosas caseosas, purulentas.
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Figura 1: Porcentagem de células TCD4'IL-4" estimuladas in vitro com BCG e
antigeno recombinante Ag 85 . A controle negativo ao teste de
tuberculina intradérmico. B. bovinos positivos ao teste de tuberculina

intradérmico.
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Figura 2: Porcentagem de células TCD8"IL-4" estimuladas in vitro com BCG e
antigeno recombinante Ag 85. A controle negativo ao teste de

tuberculina intradérmico. B. bovinos positivos ao teste de tuberculina
intradérmico.
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Figura 3. Distribuicdo da concentragéo de 6xido nitrico, em sobrenadantes
de cultura de células mononucleares do sangue periférico de
bovinos positivos e negativos para tuberculose, estimulados com

tuberculina (PPD bovis), oriundos do Estado de Goias, agosto de
2006.
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Figura 4. Distribuicdo da concentracdo de Oxido nitrico, em
sobrenadantes de cultura de células mononucleares do
sangue periférico de bovinos positivos e negativos para
tuberculose, estimulados com BCG, oriundos do Estado de
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CAPITULO 4- Eficacia do antigeno MPT-51 recombinante na vacinagao

contra Mycobacterium tuberculosis

Running title:

Protecao do MPT-51 na infecgcao com Mycobacterium tuberculosis.

Resumo
O antigeno rMPT-51 foi avaliado como vacina de subunidade protéica, na
infeccdo experimental de camundongos BALB/c com M. tuberculosis. Utilizou-
se r-MPT-51 combinado ou ndo com Adjuvante de Freund Incompleto e CpG
DNA. Na presenca dos adjuvantes, houve aumento de células TCD5'IFN-w+
especificas no baco e no linfonodo drenante. O desafio com M. tuberculosis
(2x10° CFU, via intra-traqueal), induziu aumento de células TCD5'IFN-++
especificas no bago e pulmao, e a imunizagao e o desafio dobrou a quantidade
dessas células apenas no pulmao. A vacina contendo CpG DNA, além de
diminuir a carga bacteriana no pulmao, apresentou menor numero de lesbes

granulomatosas.

Palavras-Chave: Tuberculose, Antigeno recombinante, Protecéo.
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1. Introdugao

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa grave que constitui um dos
maiores problemas de saude publica. Causa aproximadamente oito milhdes de
novos casos a cada ano e destes, aproximadamente 2 milhdes de pessoas
morrem no mundo todo [1]. Cerca de um tergo da populagdo mundial esta
infectada com o bacilo causador da TB, o Mycobacterium tuberculosis.
Atualmente, é a principal causa de morte em individuos infectados com o virus
da AIDS (HIV) [2, 3].

Desde 1921, a vacina utilizada na prevencao da tuberculose € a BCG
(Mycobacterium bovis - Bacillus Calmette-Guérin), de bactéria viva, porém
atenuada. Nao ha duvidas de que a BCG protege contra formas graves de
tuberculose na infancia, entretanto, devido a variagcdo da sua eficacia néo
existe consenso quanto ao seu efeito protetor em paises endémicos [4-8]. Além
disso, a eficiéncia da BCG na prevencéo da TB em individuos infectados com o
HIV é incerta, pois ja ocorreram casos de reativagdo em individuos
imunocomprometidos [9].

Diante dos sérios problemas enfrentados com a BCG é necessario o
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a TB sem causar riscos de
infeccdo em pessoas imunocomprometidas [7, 2]. Diferentes estratégias de
vacinacgao ja se encontram em teste de fase 1. Essas tentativas incluem: vacina
com BCG modificado [10, 11] vacina de DNA [12, 13] e vacinas de
subunidades [14-16]. No entanto, nenhuma das vacinas propostas foi capaz de

sobrepujar a protecdo da BCG na infecgédo experimental [17, 18].
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A proteina MPT-51 (Rv3803c, 27 kDa) do M. tuberculosis, liga-se a
fibronectina componente do estroma extracelular, podendo, portanto estar
envolvida na viruléncia do bacilo, especialmente no periodo inicial da infecgao
[19, 20]. Além disso, o MPT-51 & imunogénico e especifico ao ser reconhecido
por anticorpos do hospedeiro [21- 24].

Neste trabalho avaliamos a eficacia do MPT-51 como vacina na

prevencéo da infeccdo dos camundongos Balb/C com M. tuberculosis.

2. Material e Métodos
Antigeno recombinante

Os plasmideos foram introduzidos em células de E.coli BL-21 (DE3) por
eletroporagdo. As E.coli transformadas foram plaqueadas em meio LB agar
com ampicilina (20 mg/ml) e cloranfenicol (10mg/ml) e incubadas por dezoito
(18) horas em estufa a 37°C para crescimento. As células transformadas foram
entdo repicadas em 500 ml de caldo LB acrescido de ampicilina e cloranfenicol,
usando as mesmas concentragdes anteriores, e incubadas em shaker a 37°C.
Quando atingiu-se a densidade 6tica de 0,6 (ODegqo) foi acrescentado IPTG 100
mM e incubado por mais 4 horas no shaker a 37°C. As células induzidas foram
colhidas por centrifugacédo a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C. O pellet da
cultura contendo as proteinas recombinantes foi ressuspenso e as células
foram lisadas em aparelho de lise mecanica por pressdo negativa (French
press Cell rating). Esta solucéo foi purificada em coluna de niquel sefarose
(AKTA prime, GEHeathCare) e as fragbes analizadas em gel SDS-PAGE. A
concentracéo das proteinas foi determinada através do Método de Bradford

(Protein Assay Kit || — BioAgency).
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Animais

Foram utilizadas fémeas de camundongos isogénicos da linhagem
BALB/c, com idade entre dois e trés meses. Os animais foram fornecidos pelo
biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG. Os
animais infectados com M. tuberculosis foram mantidos no Laboratorio de
Biotecnologia (nivel Ill) no Instituto Butantan - SP. Todos os animais foram
mantidos de acordo com as normas de conduta e ética do Comité Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Sentinelas foram mantidas para garantir a

integridade microbiolégica dos animais testados.

Vacinagao e desafio

Os camundongos (n=24), foram divididos em trés grupos com 8 animais
cada, sendo G1= 100uL salina; G2=100uL MTP51 20ug/mL + Adjuvante
Incompleto de Freund (AIF); G3=100uL MPT51 20ug/mL + CpGDNA. Os
animais foram imunizados trés vezes pela via subcutanea, com intervalo de 15
dias. Trinta dias apés o final da imunizagéo, 15 camundongos foram desafiados
com 2x10° CFU de M. tuberculosis (H37RV) pela via intratraqueal. O inoculo foi
plaqueado em meio 7H11 com OADC e as colénias foram contadas 21 dias

apos a incubacgao a 37°C para confirmagao.

Cultura celular do bago, do linfonodo

Trinta dias ap6s a imunizacdo, trés animais de cada grupo foram
eutanasiados em camara de CO,, para a analise da resposta imune especifica.
O bacgo e o linfonodo popliteo (drenante) foram assepticamente removidos.

Para obtencdo de uma suspensado celular, os 6rgaos foram individualmente
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submetidos a pressdo em uma peneira de poliestireno de 70um com auxilio de
um émbolo. As suspensdes celulares assim obtidas foram ressuspendidas em
meio de cultura completo — cRPMI (RPMI Medium 1640 GIBCO™ 0,15% de
bicabornato de sédio, 10% de soro bovino fetal, 1mg/mL de L-glutamina 2mM
SIGMA®, 100 Ul/ml de penicilina-estreptomicina SIGMA®, 1% de piruvato de
sodio SIGMA®, 1 mg/ml de aminoacidos néo essenciais 100X SIGMA®). 2x10°
células/ml foram distribuidas em placas de cultura celular de 24 orificios
(FALCON® e Multiwell™) e solucdo de rMPT-51 (20ug/mL) foi adicionada nos
pocos correspondentes. Apos 6 horas de incubacdo a 37°C a 5% de CO foi
adicionado solucdo de monensina (3uM) diluida em cRPMI, permanecendo
nesta condicdo durante quatro horas. ApOs esse periodo as células foram

recuperadas para ensaios posteriores.

Pulmées

Trinta dias apdés o desafio, 12 camundongos foram eutanasiados,
extraindo-se o bago e o pulmé&o de cada animal. As células do bago receberam
0 mesmo tratamento da etapa anterior. O sangue dos pulmdes foi retirado
injetando-se 5ml no ventriculo direito de uma solugdo de PBS contendo
heparina (50U/ml - Sigma, St Louis, MO). Os pulmdes foram removidos
assepticamente e os lobos pulmonares foram separados: os I6bulos esquerdo
superior e médio foram processados para analise histologica. O lobulo
esquerdo inferior foi transferido para um tubo contendo 1ml de iRPMI para
posterior obtencao da CFU. Os lébulos direito e acessério foram transferidos
para tubos plasticos contendo 1ml de iRPMI para obtencédo de suspenséo

celular. Para obtencdo da suspensao celular os lobulos direito e acessoério
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foram tratados com solucdo de Deoxyribonuclease IV (DNAse) (Sigma
Chemical, 30ug/ml) e Colagenase Xl (Sigma Chemical, 0,7mg/ml) para digerir a
37°C por 30 minutos. Apds o procedimento da digestdo, os pulmdes foram
individualmente submetidos a pressdo em uma peneira de poliestireno de
70um com auxilio de um émbolo. Posteriormente, submeteu a suspensio
celular dos pulmdes a tratamento com tampao de lise (0,15M NH4CI, 10mM
KHCO3) para eliminacdo da hemacias e apés centrifugacdo a 1000rpm durante
5 minutos, as células foram ressuspendidas em cRPMI, cultivadas e tratadas

para posterior marcagao celular.

Marcacgao dos antigenos de superficie e citocinas intracelulares

Apdés a cultura, adicionou-se PBS Azida Sédica nas células.
Posteriormente, as células foram transferidas para placa de poliestireno de 96
orificios, de acordo com os painéis de anticorpos previamente estabelecidos.
Uma solugdo de anticorpos monoclonais contendo PE-CD44, APC-CD62L,
PERCP-CD5 foram diluidos em PBS azida sodica. Ap6s fixacdo com
paraformaldeido e lavagem com saponina (Perm wash), foi adicionada uma
solugdo de FITC-anti-IFN-v (5mg/mL) em Perm wash. Todos os anticorpos
foram comprados da BD Pharmingen e usados na concentragao de 0,21g/10°
células. No final as suspensbdes celulares foram ressuspendidas em PBS azida
sodica e foram analisadas em citometro de fluxo (BD FACS CALIBUR, San

Jose, Califérnia, Hospital Araudjo Jorge).
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Determinag¢ao do numero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC)

Um dia apo6s o desafio dos camundongos, um animal de cada um dos
grupos foi eutanasiado, coletando-se o pulmé&o para avaliar se a quantidade
ideal de bacilos viaveis chegaram ao 6rgao. Cada Iébulo foi macerado em um
homogeneizador contendo meio de cultura da coleta (1mL de iRPMI) e de cada
amostra foi retirada uma aliquota de 100uL que foi plaqueada em placas de
petri contendo 25mL meio de cultura (Meio Mycobacteria 7H11 Agar DIFCO).
As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C, para posterior

contagem das colbnias de micobactérias.

ELISA

Antes da necropsia dos camundongos, foram retirados pelo plexo
venoso retro orbital cerca de 700ul de sangue. Os soros obtidos foram
submetidos ao teste sorologico de ELISA, para avaliar a produgédo de
anticorpos. Sucintamente, os pogos das placas foram adsorvidos com o
antigeno rMPT-51 a 2,5ug/ml em tampao carbonato, pH 9,6. O bloqueio foi
feito com solugdo de carbonato-bicarbonato com leite em p6 desnatado a 1% e
os soros foram diluidos (1/100) em solugédo de PBS, leite desnatado a 0,05%.
Os conjugados (Goat anti-mouse 1gG1-Biot, Southern Biotechnology) e (Goat
anti-mouse 1gG2a - Biot,) diluidos a 1/5000 em PBS, (0,05% de leite
desnatado, Tween 20 0,05%) foram adicionados as placas e incubados por 1
hora a 37°C. Estreptoavidina conjugada com peroxidase (ExtrAvidin® Sigma
Peroxidase Conjugate) foi utilizada a 1/1000 em PBS, leite desnatado a 0,05%,
Tween 20. O tampao substrato consistiu em OPD (5mg/ml) e H20, (201:L/30V)

diluidos em tampao citrato-fosfato, pH 4,5. Acido sulfarico a 4N foi usado para
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parar a reacdo e a densidade 6ptica (DO) foi mensurada na leitora de ELISA

(Thermo Labsystems Multiskan) usando comprimento de onda de 492nm.

Histologia

Os l6bulos pulmonares: esquerdo superior e o médio dos camundongos
imunizados com antigeno MPT-51 e desafiados com M. tuberculosis, foram
processados de acordo com a técnica descrita por [25]. O processamento
histolégico das amostras foi realizado no Laboratorio de Patologia Geral do
IPTSP. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e analisadas

em microscopia Optica de campo claro.

Analise Estatistica

A andlise da citometria de fluxo foi feita utilizando o programa
Cytomation Summit. A varidncia das amostras foi determinada por ANOVA e o
teste T student foi usado para comparar os grupos estudados. Considerou-se

um p<0,05 como diferenga estatistica significativa.

3. Resultados

Indugcao de memoria Imunoloégica
Avaliou-se a resposta imune especifica ao antigeno MPT-51 dos
camundongos BALB/c imunizados. A imunizacdo com antigeno rMPT-51
utilizando o AIF (10,34 + 6,8) e CpG DNA (10,55 + 6,07), induziram um
aumento de células TCD5'IFN-¥" no baco quando comparados com o grupo

controle (3,49 + 0,75) (Figura 1 e 2A). Somente quando foi utilizado como
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adjuvante CpG DNA houve presenca células TCD5'IFN-¥" no linfonodo
drenante (4,55 + 1,50; Figura 2B), (p<0,05).

Quanto a resposta imune humoral, observou-se que somente o grupo
imunizado com antigeno rMPT-51 e AIF apresentou niveis séricos de
anticorpos tanto da classe 1gG2a (2,29 + 0,009; Figura 2C) quanto da classe

IgG1 (2,57 + 0,07; Figura D) especificas para o MPT-51.

Analise da Protecao

Como esperado, a infec¢éo induz células TCD5'IFN-¥" especificas para
o MPT-51 (bago=1,69+0,23; pulmao=2,45+0,40). A imunizacdo com rMPT-51 e
AIF (Figura 3A e B; p<0,05) potencializa esta resposta tanto no baco
(2,47+0,36) quanto no pulmao (3,95+0,68). Ja a imunizagdo com rMPT-51 e
CpG DNA gera resposta preferencialmente pulmonar (5,41 + 1,26; Figura 3B,;
p<0,05).

Na resposta imune humoral, trinta dias apds a infec¢ao, observou-se que
o desafio ndo induz resposta imune especifica detectavel para o rMPT-51. Nos
animais imunizados, apesar da baixa concentragcéo sérica de imunoglobulinas
especificas em todos os grupos, aqueles vacinados com antigeno rMPT-51 e
AIF, apresentaram niveis séricos maiores de anticorpos da classe IgG2a (0,57

0,03) e IgG1 (0,545 + 0,012) que os controles (Figura 3C e D).

Na avaliag&o histologica do pulmao, observou-se hiperplasia do epitélio
colunar com inflamacao perivascular proeminente nos animais somente
infectados (Fig. 4A e B) e nos animais imunizados com rMPT-51 e AIF e

desafiados com M. tuberculosis (Fig. 4C e D). No entanto, observou-se tecido
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pulmonar integro com poucas células inflamatérias nos animais vacinados com
MPT-51 e CpG DNA (Fig. 4E e F).

Na contagem das CFU nos pulmdes, realizada 60 dias ap6s a infecgéo,
observou-se uma reducdo da carga bacteriana no grupo imunizado com
antigeno rMPT-51 e CpG DNA (log1p= 3,75) comparado com o controle (log1o=

5,45) (p<0,05), (Figura 5).

4. Discussao

A variabilidade da protecado da vacina BCG leva a uma constante busca
por uma imunizagcdo mais eficaz. O desafio para tal propésito € encontrar
antigenos altamente imunogénicos e, portanto que sejam capazes de induzir
uma resposta celular (Th1) e humoral (Th2) mais potente e competente na
contencao da infecg¢ao pelo M. tuberculosis [26].

O MPT-51 é um antigeno protéico recombinante, codificado na regido
FbpC1 adjacente ao gene FbpA do M. tuberculosis [27], M. leprae [28], M.
avium [29], e M. bovis BCG [30]. A proteina € secretada em condigbes de
estresse, o que mimetiza as condi¢gbes de adeséao, sobrevivéncia aos fagocitos
do hospedeiro e adaptagdo ao ambiente [31]. O MPT-51 é considerado um
antigeno imunogénico [32], uma vez que é reconhecido por anticorpos séricos
da classe IgM provenientes de pacientes com tuberculose ativa, sendo capaz
de discriminar estes individuos de controles saudaveis [24]. Esta caracteristica
também pode ser comprovada nos experimentos demonstrados neste trabalho,
pois utilizando diferentes estratégias de imunizagcéo, o rMPT-51 foi capaz de

induzir células TCD5'IFN-+" e anticorpos especificos.
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O CpG DNA é reconhecido através do TLR-9 [33] que dependem
diretamente do MYD@88 para transducao do sinal [34]. Apds a exposicdo ao
CpG DNA, as células B, macrofagos e/ou células dendriticas aumentam os
niveis de reativos de oxigénio [35] e a expressdo de i-NOS nos macrofagos
[36]. Ha a ativagdo do NFkB [37] e da proteina quinase (MAPK) [38, 39] para a
producao de citocinas do tipo Th1 tais como: IL-12 e IL-18 e INF-¥ pelas NK,
promovendo a diferenciacdo em Th1 [40-42]. Sabe-se que o IFA é capaz de
estimular a resposta imune inata além de induzir a expressao de citocinas,
especialmente o TNF-ax [43]. No entanto, a sua atual formulacdo causa
inflamagdo muito severa no local da aplicagdo. Em modelos animais, essa
caracteristica ndo € um fator limitante para a sua utilizagdo, no entanto, é
proibido o uso em humanos, devendo-se rever a sua formulagdo [44]. Os
adjuvantes IFA e CpG DNA, utilizados neste estudo potencializaram a resposta
imune corroborando com estudos anteriores [45, 46].

Apds a vacinagao, avaliou-se a resposta imune celular e humoral dos
animais. Observou-se que o adjuvante sozinho nado induz resposta imune
especifica ou exacerba a protecdo (dados nado mostrados). Entretanto, foi
detectada a presenca de resposta imune celular pelo aumento significativo de
células TCD5'IFN+" especialmente no pulmdo quando se utilizou 0 MPT51 com
CpG DNA. HSEIEH et al. (2004) ndo observaram o aumento da resposta imune
protetora que fosse inferida a este adjuvante. No entanto, a natureza dos
antigenos utilizados, no que diz respeito a persisténcia ou nédo no hospedeiro,
influencia diretamente a resposta a ser induzida. O MPT-51 talvez persista por

mais tempo no hospedeiro aumentando a propor¢céo de sua apresentagao em
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moléculas de MHC de classe |l garantindo assim uma resposta especifica do
tipo Th1.

Sabe-se que a resposta imune eficaz contra a tuberculose é a celular
(tipo Th1), cujas citocinas produzidas, como o IFN-¥ ativa mecanismos
antimicrobianos que culminam na eliminagdo do patégeno ou no seu
isolamento, formando granuloma [47- 49]. O CpG DNA aumenta a produgao de
citocinas do tipo Th1. Esse fato explica a maior concentragédo de IFN-¥, quando
utiizamos este adjuvante com o MPT-51. O que pode ser claramente
demonstrado apds a imunizagdo, quando foi possivel detectar anticorpos
séricos da classe 1gG2a especificos para o MPT-51.

A resposta imune humoral (tipo Th2) apresenta também grande
importancia, pois as citocinas envolvidas nessa resposta induzem a produgéo
de anticorpos pelos linfocitos B e inibem a ativagdo de células, regulando a
resposta imunolégica [50, 51, 52]. A inducédo de resposta imune humoral foi
detectada em maior quantidade no grupo MPT-51 que utilizou o IFA,
comparado ao grupo MPT-51 com CpG DNA. Considerando que ambos o0s
padrées de resposta imune, celular e humoral, sdo importantes na protegao da
tuberculose [50, 51, 53], o AlIF destacou-se por estimular ambas as respostas
(Tanto IgG2a quanto IgG1).

Apdés 30 dias de infecgdo, os principais aspectos histoldégicos
observados nos animais somente infectados, foram a presenca de inflamagao
peri-arteriolar. Estes aspectos foram semelhantes aos observados em outros
trabalhos, onde neste periodo néo existe um processo inflamatério definido [54,
55, 49]. Ja no grupo MPT-51/AIF houve inflamacdo difusa e presenca de

células organizadas em focos. Entretanto o grupo imunizado com MPT51/CPG
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DNA houve melhor conservagao do parénquima pulmonar, com menor numero
de lesdes inflamatorias. A vacinagcdo de camundongos BALB/c para avaliar
aspectos morfologicos e de protecéo a infecgéo por M. tuberculosis também foi
realizada por AGULIAR et al. (2006). Neste trabalho, assim como no trabalho
apresentado aqui, o camundongo BALB/c pode ser parcialmente protegido
pelas vacinas formuladas.

A reducdo da carga bacteriana € um fator de grande relevancia na
avaliacao de resposta protetora induzida por um determinado antigeno. Neste
estudo o grupo imunizado com MPT-51/CpG DNA reduziu (quase 2 Log10) a
carga bacteriana quando comparado ao grupo controle e mais discretamente
quando comparado ao grupo MPT-51/AIF.

Diante dos resultados positivos descritos com o antigeno MPT-51 como
vacina de subunidade, o seu aperfeicoamento traz boas expectativas quanto a
descoberta de uma vacina eficaz conta a tuberculose. Os préximos passos
consistem em analisar mais especificamente a resposta imune especifica dos
linfécitos TCD4 e TCDS8, além da andlise das células de memodria, células

efetoras desencadeada pelo esquema de vacinagédo com o CpG DNA.

Concluséao

O grupo imunizado com r-MPT51/CpG DNA foi capaz de estimular as
células TCD5'IFN-¥". Além disso, este esquema de vacinagdo promoveu a
diminuicdo da carga bacteriana e preservou a integridade pulmonar mesmo
apos a infeccao. O antigeno MPT-51 é imunogénico e induz protecao podendo

ser estudado no futuro como componente de vacina de subunidade protéica.



119

Agradecimentos

Este trabalho foi financiado por projeto Universal do CNPq. Ediane
Batista da Silva- Bolsista de Doutorado, CAPES; Michelle Cristina Guerreiro
dos Reis - Bolsista de Doutorado, CNPq; Bruna Daniella de Souza Silva-
Bolsista PIBIC. Ao Instituto Butantan na pessoa de Luciana Cezar de Cerqueira

Leite. A Isabel Miranda por gentilmente ceder o CpG DNA.

Referéncias

[1] World Health Organization. WHO REPORT 2007: Global Tuberculosis
Control:  Surveillance, Planning, Financing. Geneve: World Health

Organization; 2007.

[2] Derrick SC, Repique C, Snoy P, et al. Immunization with a DNA Vaccine
Cocktail protects Mice Lacking CD4 cells against an Aerogenic Infection
with Mycobacterium tuberculosis. Infection and Immunity 2003; 72(3):1685-

92.

[3] World Health Organization. Global tuberculosis control: surveillance,

planning, financing. [WHO report 2006]. Geneva; 2006.

[4] Fine PEM, Vynnycky E. The effect of heterologous immunity upon the

apparent efficacy of (e.g. BCG) vaccines. Vaccine 1998;16:1923-28.

[5] Fine, PEM. 2001. "BCG Vaccines and Vaccination." In Tuberculosis: A
Comprehensive International Approach, ed. L. B. Reichman, and E. S.

Hershfield, 503-24. New York: Marcel Dekker.



120

[6] Kaufman SHE. New issues in tuberculosis. Annals of the Rheumatic

Diseases, 2004; 63:1150-56.

[7] Andersen P. Vaccine strategies against latent tuberculosis infection. Trends

in Microbiology 2006; 15(1):7-13.

[8] Skeiky YAW, Sadoff J.C. Advances in tuberculosis vaccine strategies.

Nature Reviews, Microbiology 2006; 4(6):469-76.

[9] Weltman AC, Rose DN. The safety of bacillus Calmette-Guérin vaccination

in HIV infection and AIDS. AIDS 1993;7:149-157.

[10] Horwitz MA, Harth G, Dillon BJ, Gali'c SM. Extraordinarily few organisms
of a live recombinant BCG vaccine against tuberculosis induce maximal

cell-mediated and protective immunity. Vaccine 2006;24:443-51.

[11] Grode L, Seiler P, Baumann S, et al. Increased vaccine efficacy against
tuberculosis of recombinant Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin

mutants that secrete listeriolysin. J Clin Invest. 2005; 115(9):2472-79.

[12] Lowrie DB, Silva CL, Colston MJ, et al. Protection against tuberculosis by a

plasmid DNA vaccine. Vaccine 1997;15:634-36.

[13] McShane A, Pathan C, Sander N, et al. Hill Boosting BCG with MVAS85A:
the first candidate subunit vaccine for tuberculosis in clinical trials.

Tuberculosis 2005;85:47-52.

[14] Skeiky YAW, Alderson MR, Ovendale PJ, et al. Differential Immune

Responses and Protective Efficacy Induced by Components of a



121

Tuberculosis Polyprotein Vaccine, Mtb72F, Delivered as Naked DNA or

Recombinant Protein. The Journal of Immunology 2003;22:7618-28.

[15] Bennekov T, Dietrich J, Rosenkrands |, et al. Alteration of epitope
recognition pattern in Ag85B and ESAT-6 has a profound influence on
vaccine-induced protection against Mycobacterium tuberculosis. Eur J

Immunol. 2006;36(12):3346-55.

[16] Colaco CALS, Bailey CR, Keeble J, et al. BCG (Bacille Calmette—Guérin)
HspCs (heat-shock protein—peptide complexes) induce T-helper 1
responses and protect against live challenge in a murine aerosol challenge

model of pulmonary tuberculosis. Biochem. Soc. Trans. 2004;32:626—628.

[17] Majlessi L, Simsova M, Jarvis Z, et al. An Increase in Antimycobacterial
Th1-Cell Responses by prime-Boost Protocols of Immunization Does Not
Enhance Protection against Tuberculosis. Infection and Immunity 2006;

74(4):2128-37.

[18] Baumann S. Progress in tuberculosis vaccine development. Curr Opin

Immunol 2006;18(4):438-448.

[19] Kitaura H, Ohara N, Naito M, et al. Fibronectin-binding proteins secreted by

Mycobacterium avium. APMIS 2000;108(9):558-64.

[20] Wilson RA, Maughan WN, Kremer L, et al. The structure of Mycobacterium
tuberculosis MPT51 (FbpC1) defines a new family of non-catalytic

alpha/beta hydrolases. Journal of molecular biology 2004;335(2):519-30.



122

[21] Rambukkana A, Das PK, Kolk AH, et al. Idenfication of a novel 27 kDa
protein from Mycobacterium tuberculosis culture fluid by monoclonal
antibody specific for the Mycobacterium tuberculosis complex. Scand J

Immunol 1993;37(4):4714-478.

[22] Miki K, Nagata T, Tanaka T, et al. Induction of protective cellular immunity
against Mycobacterium tuberculosis by recombinant attenuated self-
destructing Listeria 22 monocytogenes strains harboring eukaryotic
expression plasmids for antigen 85 complex and MPB/MPT51. Infect.

Immun 2004;72(4):2014-21.

[23] Suzuki M, Aoshi T, Nagata T, Koide Y. Identification of Murine H2-Dd- and
H2-Ab-Restricted T-Cell Epitopes on a Novel Protective Antigen, MPT51, of

Mycobacterium tuberculosis. Infect. Immun 2004;72(7):3829-37.

[24] Almeida CMC, Vasconcelos JR AC, Kipnis A, et al. Humoral Immune
Responses of Tuberculosis Patients in Brazil Indicate Recognition of
Mycobacterium tuberculosis MPT-51 and GlIcB. Clinical and Vaccine

Immunology 2008;15(3):579-581.

[25] Luna LG. Manual of Histology Methods of the Armed Forces Institute of

Pathology. 3rd ed. New York: McGraw-Hill Book Company, 1968.

[26] Fine PEM. BCG: The Challenge Continues. Scandinavian Journal of Infectious

Diseases2001;33:243-5.

[27] Nagai S, Wiker HG, Harboe M, et al. Isolation and partial characterization
of major protein antigens in the culture fluid of Mycobacterium tuberculosis.

Infection and Immunity 1991(1);59:372-82.



123

[28] Rinke WTF, Bekelie S, Osland A, et al. The Mycobacterium leprae antigen
85 complex gene family: identification of the genes for the 85A, 85C and

related and MPT51 proteins. Infect Immun 1993; 61(9):3642-3647.

[29] Ohara N, Nishiyama T, Ohara-Wada N, et al. Characterization of the
transcriptional initiation regions of genes for the major secreted protein
antigens 85 C and MPB51 of Mycobacterium bovis BCG. Microb. Pathog

1997;23(5):303-10.

[30] Ohara N, Ohara-Wada N, Kitaura H, et al. Analysis of the genes encoding
the antigen 85 complex and MPT51 from Mycobacterium avium. Infection

and Immunity 1997;65(9):3680-85.

[31] Lee BY, Horwitz JMA. Identification of Macrophage and Stress-induced

Proteins of Mycobacterium tuberculosis. Clin. Invest 1995;96:245-9.

[32] Aoshi T, Nagata T, Suzuki M, et al. Identification of an HLA-A*0201-
restricted T-cell epitope on the MPT51 protein, a major secreted protein
derived from Mycobacterium tuberculosis, by MPT51 overlapping peptide

screening. Infection and Immunity 2008;76(4):1565-71.

[33] Takeshita F, Leifer CA, Gursel |, et al. Cutting Edge: Role of Toll-Like
Receptor 9 in CpG DNA-Induced Activation of Human Cells. The Journal of

Immunology 2001;22:3555-58.

[34] Schnare M, Holt AC, Takeda K, et al. Recognition of CpG DNA is mediated
by signaling pathways dependent on the adaptor protein MyD88. Brief

Communication Current Biology 2000;10:1139-42.



124

[35] Yi AK, Klinman DM, Martin TL, et al. Rapid immune activation by CpG
motifs in bacterial DNA: systemic induction of IL-6 transcription through an

antioxidant-sensitive pathway. J Immunol 1996;157:5394-5402

[36] Sweet MJ, Stacey KJ, Kakuda DK, et al. IFN-» primes macrophage

responses to bacterial DNA. J Interferon Cytokine Res 1998;18:263-71.

[37] Stacey KJ, Sweet MJ, Hume DA: Macrophages ingest and areactivated by

bacterial DNA. J Immunol 1996;157:2116-22.

[38] Yi AK, Krieg AM: Rapid induction of mitogen activated protein kinases by

immune stimulatory CpG DNA. J Immunol 1998;161:4493-97.

[39] Hacker H, Mischak H, Miethke T, et al. CpG-DNA-specific activation of
antigen-presenting cells requires stress kinase activity and is preceded by
non-specific endocytosis and endosomal maturation. EMBO J

1998;17:6230-40.

[40] Klinman, DM. CpG DNA as a vaccine adjuvant. Expert Rev Vaccines 2003;

2(2):305-15.

[41] Cowdery JS, Chace JH, Yi A-K, et al. Bacterial DNA induces NK cells to
produce interferon-g in vivo and increases the toxicity of

lipopolysaccharides. J Immunol 1996;156:4570-5.

[42] Bohle B, Jahn-Schmid B, Maurer D, et al. Oligodeoxynucleotides
containing CpG motifs induce IL-12, IL-18 and IFN-g production in cells
from allergic individuals and inhibit IgE synthesis in vitro. Eur J Immunol

1999:29:2344-53.



125

[43] Billiau A, Matthys P. Modes of action of Freund’s adjuvants in experimental
models of autoimmune diseases. Journal of Leukocyte Biology 2001;

70:849-860.

[44] Miller LH, Saul A, Mahanty S. Revisiting Freund’s incomplete adjuvant for
vaccines in the developing world. TRENDS in Parasitology 2005; 21(9):412-

14.

[45] Lindblad EB, Elhay MJ, Silva R, et al. Adjuvant Modulation of Immune
Responses to Tuberculosis Subunit Vaccines. Infection and Immunity 1997;

65:623—-629.

[46] Freidag BL, Melton GB, Collins F, et al. CpG Oligodeoxynucleotides and
Interleukin-12 Improve the Efficacy of Mycobacterium bovis BCG
Vaccination in Mice Challenged with M. tuberculosis. Infection and Immunity

2000;68:2948-53.

[47] Hsieh MJ, Junqueira-Kipnis AP, Hoeffer A, et al. Incorporation of CpG
oligodeoxynucleotide fails to enhance the protective efficacy of a subunit

vaccine against Mycobacterium tuberculosis. Vaccine 2003;22(5-6):656-60.

[48] Rigano MM, Dreitz S, Kipnis AP, et al. Oral immunogenicity of a plant-

made, subunit, tuberculosis vaccine. Vaccine 2006;24(5):691-5.

[49] Junqueira-Kipnis AP, Turner J, Goncalvez-Juarrero M, et al. Stable T-cell
population expressing an effector cell surface phenotype in the lungs of
mice chronically infected with Mycobacterium tuberculosis. Infection and

Immunity 2004;72(1):570-5.



126

[50] Corrigan CJ, Kay AB. T cells and eosinophilis in the pathogenesis of

asthma. Immunology today 1992;13(12):501-7.

[51] Silva JRL, Boéchat NO. ressurgimento da tuberculose e o impacto do
estudo da imunopatologia pulmonar. Jornal Brasileiro de Pneumologia

2004;30(4):478-484.

[52] Umemura M, Yahagi A, Hamada S, et al. IL-17-mediated regulation of
innate and acquired immune response against pulmonary Mycobacterium

bovis Bacille Calmette-Guerin infection, J Immunol 2007;78:3786-96.

[53] Flynn JL. Journal Immunology Tuberculosis. Annual Review of Immunology

2001;19:93-129.

[54] Medina E, North RJ. Genetically susceptible mice remain proportionally
more susceptible to tuberculosis after vaccination. Immunology 1999;96:16-

21.

[55] Taylor L, Turner OC, Basaraba RJ, et al. Pulmonary necrosis resulting
from DNA vaccination against tuberculosis. Infect Immun 2003;71(4):2192—

98.

[56] Aguilar D, Infante E, Martin C, et al. Immunological responses and protective
immunity against tuberculosis confered by vaccination of Balb/Cmice with the
attenuated Mycobacterium tuberculosis (phoP) SO2 strain. Clinical & Experimental

Immunology 2007;147:330-339.



127

it
G D 1 0P Ol
A
e
Fipa WFT,
Linfacitos b e
. I pmpeety de
i
v 1k i F -
B
LI § _
,ﬂ@._-* Giups MPT- :E
T G L g Ei+Cpd Dild 1
LIrs PepcH )
IFl—-l
- |I g I- F
i

Figura 1. Eventos adquiridos na janela de linfocitos (R2= Selecao dos
linfocitos) (A), histograma de linfocitos de camundongos imunizados e
estimulados com rMPT-51 (B). Estd indicada a porcentagem de linfécitos

TCD5IFN-+¥" em cada quadrante.
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Figura 2. Porcentagem de células TCD5'IFN-+" no bago de camundongos da
linhagem Balb/Cimunizados com rMPT-51 e AIF e CpG DNA (A). Porcentagem
de células T produtoras de IFN-+ no linfonodo drenante de camundongos da
linhagem Balb/C imunizados com rMPT-51 e adjuvante de Freund Incompleto e
CpG DNA. * p<0,05 (B). IlgG2a especificos para o MPT-51 ap6s os diferentes
protocolos de imunizagdo dos camundongos da linhagem Balb/C imunizados
com rMPT-51 e AIF e CpG DNA (C). IgG1 especificos para o MPT-51 apés os
diferentes protocolos de imunizacdo dos camundongos da linhagem Balb/C
imunizados com rMPT-51 e AIF e CpG DNA (D).
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Figura 3. Porcentagem de células T produtoras de IFN-y no bacgo de
camundongos da linhagem Balb/C, imunizados com antigeno rMPT-51
juntamente com AIF e desafiados com o M. tuberculosis. * p<0,05 (A).
Porcentagem de células T produtoras de IFN-¥ no pulm&o de camundongos da
linhagem Balb/C, imunizados com antigeno rMPT-51 juntamente com
Adjuvante de Freund Incompleto e desafiados com o M. tuberculosis. *p<0,05
(B). 1gG2a especificos para MPT-51 em camundongos da linhagem Balb/C,
ap6s os diferentes protocolos de imunizacdo com rMPT-51 e adjuvante de
Freund Incompleto e CpG DNA e posterior desafio com M. tuberculosis (H37rv)
(C). 1gG1 especificos para o MPT-51 em camundongos da linhagem Balb/C,
apos os diferentes protocolos de imunizagdo com rMPT-51 e AIF e CpG DNA e
posterior desafio com M. tuberculosis (H37RV) (D).



Figura 4. Aspecto histopatolégico do pulméao infectado. Grupo controle
(A, B), camundongos vacinados com MPT-51 e adjuvante incompleto de
Freund (C, D), MPT-51 com CpG (E, F) ap6s os diferentes protocolos de
imunizacdo e o desafio com M. tuberculosis (H37rv). Observa-se
inflamacgéo perivascular, com poucos focos inflamatérios. Coloragao
com Hematoxilina & Eosina e aumento de 10x (A, C, E) e 40x (B, D, F).
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Figura 5. Contagem das Unidades Formadoras de Col6nias de camundongos
da linhagem BALB/c, imunizados com antigeno rMPT-51 com 20ug/ml e AIF e
CpG DNA, desafiados com o bacilo do M. tuberculosis.



CAPITULO 5- CONSIDERAGOES FINAIS

Existem muitas proteinas antigénicas presentes no M. bovis e que
sao reconhecidas pelos varios subtipos de células do sistema imune
adaptativo. Entretanto, de acordo com o ambiente e as pressdes exercidas pelo
mesmo, as micobacterias alteram a expressao de suas proteinas para melhor
adaptacao. Portanto, estudos sdo necessarios para identificar a antigenecidade
dessas proteinas. Além disso, o estudo acerca dos multiplos mecanismos de
reconhecimentos desses antigenos podera levar ao desenvolvimento de
métodos de diagnésticos e vacinais mais eficazes, o que podera futuramente
culminar com a erradicagao da tuberculose bovina e humana.

Decidiu-se pelas proteinas Ag85A e o MPT-51 por serem amplamente
avaliados na literatura e pelo extrato total de proteinas do BCG que pode ser
facilmente obtido no Brasil. O trabalho apresentado aqui demonstrou que o
Ag85 e o BCG sao imunogénicos e podem ser auxiliares no diagnéstico da
tuberculose bovina.

Todos os testes que visam diagnosticar a tuberculose tém seu valor
potencial, entretanto, a progressdo crbnica da doenca nao permite uma
estimativa acurada das fases iniciais, intermediarias e finais da tuberculose,
que influenciam diretamente no diagndéstico. Métodos de diagndsticos rapidos e
baratos tendem a facilitar a busca ativa da tuberculose bovina. Por esta razéo
neste trabalho procurou-se desenvolver uma técnica de ELISA que permitisse
uma amostragem das fazendas de uma regido e assim selecionar animais
positivos para o teste confirmatério regulamentado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Apesar de termos identificado os animais positivos, utilizando a
técnica de ELISA aqui proposta, alguns animais apesar de serem positivos
tanto no ELISA quanto no teste intradérmico ndo apresentavam sintomatologia
compativel com a doenca. A diminuigdo da produgdo de citocinas pro-
inflamatorias pode contribuir na redugcdo das lesbes pulmonares, o que
possivelmente colabora para a manutengdo do estado subclinico de alguns
animais. Por isso decidimos aliar a produgao de IL-4 nos animais reagentes e

nao reagentes ao teste intradérmico.
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A tuberculose bovina é uma zoonose. O controle e até mesmo a
erradicacao dessa enfermidade dos rebanhos bovinos, demonstra o avanco
sanitario dos paises que o fazem. Nesse sentido, o Brasil na condi¢cao de pais
em desenvolvimento deve avangar suas pesquisas para a busca de uma
vacina eficaz. Neste estudo, elaboramos varios esquemas de imuniza¢des na
tentativa de aprimorar a protecdo exercida por uma vacina contra a
tuberculose. O antigeno recombinante MPT-51,quando associado ao CpG
DNA, foi capaz de estimular a producéo de células TCD5'IFN-¥" e a diminuicdo
da carga bacteriana, além de preservar a integridade funcional do pulméo dos
camundongos, quando desafiados.

A partir deste trabalho, estudamos alguns aspectos da resposta
imune em animais naturalmente infectados com a tuberculose, para a
compreensao da resposta imune inata e adaptativa. Baseado no conhecimento
da imunogenicidade de algumas proteinas buscou-se uma alternativa de meio
de diagnostico mais pratico e sensivel e uma vacina de subunidade protéica.
Esse estudo foi importante também, para a compreensao da fungéo da IL-4 e

do NO na tuberculose bovina.



