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1 INTRODUCAO

Conhecida como a “peste branca” no século passado, a tuberculose pulmonar era uma
das principais causas de morte em criancas e adultos jovens, porém com o advento do
tratamento especifico houve acentuada reducao dessa mortalidade.

Embora passivel de um efetivo tratamento, a tuberculose pulmonar permanece na
atualidade como um importante problema de saude publica mundial, principalmente pela
ampla dispersdo geografica, emergéncia de casos multirresistentes e coinfec¢ao com HIV.

Em 2012, foram registrados 71.230 casos novos da doenca no SINAN — Sistema de
Informacao de Agravos de Notificagdo. As taxas de incidéncia foram de 36,7/100 mil
habitantes para todas as formas de tuberculose e de 20,7/100 mil habitantes para os casos
baciliferos. As metas do milénio para tuberculose, pactuadas pela Organizacdo das Nagdes
Unidas, visam reduzir as taxas de incidéncia e de mortalidade em 50% até 2015. Apesar de o
Brasil ser, ainda, um dos 22 paises responsaveis por cerca de 80% dos casos de tuberculose do
mundo, podemos verificar, até o ano de 2007, uma queda de 26% na incidéncia e de 32% na
mortalidade pela doenca em nosso pais.

O desenvolvimento de novos modelos experimentais de tuberculose seriam de grande
utilidade para elucidar mecanismos fisiopatoldogicos da doenca e para testar esquemas
terapéuticos para a prevencdo e contengdo da doenca. Além disso, o desenvolvimento de
novas vacinas torna-se indispensdvel como ferramenta de prevengdo e controle da
tuberculose.

Diante da relevancia, alta morbimortalidade e escassez de estudos na literatura, o
presente trabalho objetivou desenvolver um modelo experimental de neuro tuberculose para
contribuir, junto a outros estudos, para a elucida¢do da fisiopatologia dessa doenca e a
compreensdo dos seus eventos moleculares na producao de lesdes, gerando assim, terapias

mais especificas e com melhor resultado terapéutico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A TUBERCULOSE (TB)

A TB ¢ uma doenga infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, que
usualmente afeta os pulmdes (TB pulmonar), porém pode afetar outros tecidos (TB
extrapulmonar). A TB ¢ transmitida pelo ar quando o individuo estd infectado e expele a
bactéria, por exemplo, através da tosse (WHO, 2013).

Segundo o Ministério da Saude (MS), a TB permanece, ainda, como um sério
problema de saude publica e estd intimamente relacionada com a pobreza, além de ser
associada a exclusdo social e & marginalizacdo de parte da populagdo, submetida a um
precario sistema de moradia, condi¢cdes de vida, quadros de desnutricao e dificuldade de
acesso aos servigos e bens publicos. Portanto a TB figura como uma das enfermidades a
serem enfrentadas pelo Brasil e pelo mundo (BRASIL, 2014a).

A organizagdo Mundial da Saude (OMS) aponta que um grupo de 22 nagdes
concentram, aproximadamente, 80% dos casos de TB, sendo que o Brasil faz parte desse
grupo e ocupa a 16 posi¢do em niimeros absolutos de casos. A India, China e Africa do Sul
sdo os paises com maior carga da doenca, ou seja, apresentam o maior coeficiente de
incidéncia — nimero de casos de TB por 100.000 habitantes (hab.). Estima-se que no ano de
2010 ocorreram no mundo aproximadamente 8,8 milhdes de casos novos, 1,1 milhdao de
obitos entre individuos nao portadores de HIV e 400 000 obitos entre pessoas soropositivas
para HIV (SAN PEDRO; OLIVEIRA, 2013; WHO, 2013).

No ano de 2013, o Brasil diagnosticou um total de 71.123 casos novos de TB, o que
mostrava um coeficiente de incidéncia de 35,4/100.000 hab., destacando uma reducao de
20,4% ao longo dos anos, pois em 2003 esse valor foi de 44,4/100.000 hab., sendo que nesse
mesmo ano cerca de 85,7% do total de casos novos de TB apresentaram a forma clinica
pulmonar e, destes, 65,2% eram baciliferos, que sdo os responsaveis pela manutengdo da
cadeia de transmissdao da doenga, quando ndo tratados adequadamente até a cura. No ano de
2012, 70,6% dos casos de TB pulmonar bacilifera tiveram cura e 10,5% abandonaram o

tratamento, sendo que a OMS recomenda a cura de pelo menos 85% dos casos de TB
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pulmonar bacilifera (BRASIL, 2014a). A TB ¢ uma das mais importantes doencas infecciosas
que causam mortes pelo mundo. Cerca de 2 bilhdes de individuos estdo infectados com o
Mycobacterium tuberculosis € 8 a 12 milhdes de novos casos de TB ativa ocorrem a cada ano,
com cerca de 2 a 3 milhdes de obitos anuais no mundo (SANTUCCI et al., 2011).

Quase um terco da populacdo mundial hospeda o bacilo sem desenvolver a doenga.
Uma das alternativas contra a doenga ¢ a vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin), cuja
eficiéncia ¢ duvidosa. A BCG ¢ uma vacina viva baseada no Mycobacterium bovis atenuado
para o uso em humanos, e que foi desenvolvida em 1921, cujo nivel de prote¢ao varia de 0 a
75% (ZUCCHI, 2007).

O Mycobacterium tuberculosis, apds penetrar no individuo pela via respiratoria, pode
se alojar em qualquer orgdo, ndo necessariamente nos pulmdes. Essa capacidade de se
disseminar e se instalar em qualquer o6rgdo pode se dar durante a primoinfec¢do, quando a
imunidade especifica ainda ndo estd desenvolvida, ou apo6s esta, em qualquer periodo de
tempo quando houver queda na capacidade do hospedeiro em manter o bacilo nos locais de
implantacdo inicial. Independentemente de qual seja a forma patogénica da doenga, a
disseminagdo do bacilo pode ocorrer, também, a partir da manipulagdo cirargica ou durante
manipulagdo diagnostica de 6rgdo doente (LOPES et al., 2006).

A historia nos mostra que no inicio do século XX, no Brasil, Oswaldo Cruz reconhece
que € necessario a atengao das autoridades sanitarias para o assunto TB e suas consequéncias
sociais e econdmicas. Ele procurou instituir um plano de agdo para o combate da doenca,
porém, de pequeno impacto. E, entdo, instituida, no final da década de 10, a Reforma Carlos
Chagas, na qual criou-se a Inspetoria de Profilaxia da TB, que preconizava o diagndstico e
tratamento dos casos de TB. Em 1927, Arlindo de Assis aplica pela primeira vez a vacina
BCG oral em recém-nascidos. Em 1941, foi criado o Servigo Nacional de Tuberculose (SNT)
com a funcdo de estudar os problemas relativos a doenga e ao desenvolvimento de meios de
acdo profilatica e assistencial. Com a utilizagdo de tuberculostaticos, como Estreptomicina
(1948), Acido Para-Amino-Salicilico (1949), Hidrazida (1952), comega uma maior
modificacdo na dindmica da mortalidade por TB, sendo que na década de 60, comeca
efetivamente a utilizagdo de esquemas terapéuticos padronizados, com a utilizacdo de
Isoniazida e Rifampicina (ZUCCHI, 2007).

No ano de 2009, o Ministério da Satde (MS), por meio do Programa Nacional de

Controle da Tuberculose (PNCT), redefiniu critérios para o estabelecimento de municipios
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prioritarios para a intensificacdo das agdes de controle da tuberculose, sendo que o principal
foco das agdes foi o alcance das Metas de Desenvolvimento do Milénio. Neste sentido, foi
pactuada para 2015 a redugdo de 50%, em relacdo a 1990, dos coeficientes de incidéncia e de
mortalidade por tuberculose (BRASIL, 2014b).

Desde 1979 o PNCT/MS recomenda para o de tratamento da TB um conjunto de
farmacos composto por: Rifampicina (R), Isoniazida (H) e Pirazinamida (Z). Atualmente este
esquema de tratamento esta sendo modificado e as principais mudangas sdo: Introdugdo de um
quarto farmaco, o Etambutol (E), na fase de ataque (o esquema bdésico para tratamento da TB,
idade > 10 anos, serd com quatro medicamentos nos dois primeiros meses ¢ com dois
medicamentos nos quatro meses subsequentes — 2RHZE/4RH); adotar a associacdo dos
farmacos em forma de comprimidos, com doses fixas combinadas 4 em 1 (RHZE), para a fase
de tratamento intensivo e 2 em 1 (RH), para fase de continuacgdo; utilizar formulagdes de
comprimidos em substitui¢do as capsulas anteriormente disponiveis; adequar as doses de H e
Z em adultos para 300 mg/dia e 1.600 mg/dia, respectivamente (CONDE et al., 2009).

Ainda que passivel de um efetivo tratamento, a TB permanece na atualidade como um
importante problema de satde publica mundial, em virtude da ampla dispersdo geografica,
emergéncia de casos multirresistentes e coinfec¢do com HIV. Estudos recentes sugerem que
as modificacdes nas estimativas nacionais de incidéncia da tuberculose estdo mais associadas
as mudangas nos indices socioecondmicos e estado geral de satide da populacdo do que ao

desempenho de programas de controle desse agravo (SAN PEDRO; OLIVEIRA, 2013).

2.2 ATB NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (NEURO TB)

As formas extrapulmonares da TB acontecem em oOrgdos sem condi¢des Otimas de
crescimento bacilar, com instalagdo insidiosa e evolucao lenta, quase sempre. As formas mais
frequentes, invariavelmente, sdo: pleural, linfatica, osteoarticular, geniturindria e intestinal,
embora praticamente qualquer local do organismo possa ser afetado pela doenga (LOPES et
al., 2006).

E bem conhecido o comprometimento do sistema nervoso central (SNC) pela

tuberculose, sendo que tal comprometimento ¢ resultado da disseminagdo hematogénica de



14

focos infecciosos distantes de Mycobacterium tuberculosis (PIMENTEL et al., 2000).

Cerca de 5 a 15% dos casos de TB extrapulmonar sao identificados como de TB do
SNC, que ¢ reconhecidamente a forma de maior potencial de letalidade. A TB do SNC pode
ser classificada em trés categorias clinicas: meningoencefalite tuberculosa ou, como ¢ mais
conhecida, meningite tuberculosa (MTB), tuberculoma cerebral e aracnoidite espinhal.
Estudos apontam taxas de MTB que variam de 5 a 12% do total de casos de TB nos paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Na India, lesdes intracerebrais que ocupam espago,
mantém incidéncia de 20 a 30%, enquanto que no Brasil a MTB corresponde a 5% dos casos
notificados de TB (BARROSO et al., 2002).

A MTB ¢ uma das manifestagdes mais devastadores da tuberculose extrapulmonar,
com uma mortalidade estimada de 1,5% na populagdo da India. O diagnostico precoce e o
tratamento imediato sdo os pilares de uma gestdo eficaz da doenca (HALDAR et al., 2012).

A TB do SNC ocorre principalmente na infancia, porém aumenta significativamente
nos adultos imunossuprimidos, sendo que estes quadros de infec¢do estdo associados com
morbidez ¢ mortalidade consideraveis (KINGKAEW et al., 2009; SHARMA; MOHAN;
KADHIRAVAN, 2005). A patogénese da TB no SNC ¢ iniciada como uma infeccdo
secunddria durante dissemina¢do hematogénica de infec¢do pulmonar para o parénquima
cerebral (DONALD; SCHAAF; SCHOEMAN, 2005).

A forma mais grave de infec¢ao pelo Micobacterium tuberculosis, em humanos, ¢ a
MTB, a qual afeta predominantemente criangas, sendo que mais de 50% dos casos resultam
em Obito (SINNER; TUNKEL, 2002; VAN DER FLIER et al., 2004).

Para se diagnosticar a MTB, € necessario o exame do liquor, que na maioria das vezes
apresenta hipertensao liquorica associada, aspecto cristalino e limpidez, com pleocitose em
torno de 300 a 500 células/mL e predominio de mononucleares. O teor de proteinas esta
sempre elevado, sendo acompanhado por glicorraquia baixa (LOPES et al., 2006).

J& os tuberculomas podem ser intraparenquimatosos ou meningeos, € sao,
frequentemente, encontrados como lesdes solitarias, embora possam ser multiplos em 15% a
34% dos casos. Os tuberculomas maiores podem produzir sintomas semelhantes aos de um
processo expansivo, porém muitos ndo sdo acompanhados de sinais e sintomas de lesdo
cerebral focal. O diagndstico diferencial se faz com toxoplasmose, criptococose, sifilis,
linfoma primario do SNC e abcessos piogénicos (DE CASTRO et al., 1995; SALGADO et
al., 1989).
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Estudos propdem que o bacilo Mycobacterium tuberculosis pode atravessar a barreira
hematoencefalica e invadir o SNC como bacilo livre, apesar das propriedades neuroprotetoras
conhecidas (JAIN et al., 2006). Entretanto, os mecanismos associados a subtragdo das
propriedades protetoras da barreira hematoencefalica as bactérias, incluindo o Micobacterium
tuberculosis, permanecem, basicamente, indefinidos. Eventos iniciais em TB do SNC sao
caracterizadas pela infec¢ao das meninges, o estabelecimento de focos de infec¢ao localizada,
e a liberagao de bacilos para o espago subaracnoide (RANDALL et al., 2014).

Diversos estudos tém investigado e relatado diferentes tipos de células que sdo alvo
para a invasio de bacilos Micobacterium tuberculosis (GARCIA-PEREZ; MONDRAGON-
FLORES; LUNA-HERRERA, 2003; MUNOZ; RIVAS-SANTIAGO; ENCISO, 2009;
TEITELBAUM et al., 1999; WOLF et al., 2007). Entre estas células que sdo alvo da invasao
estdo os macréfagos, que sdo descritos como células hospedeiras preferidas, apesar da sua
fungdo protetora primaria em resposta imune inata. O desenvolvimento evolutivo de
mecanismos especificos de invasdo permite ao Micobacterium tuberculosis existir dentro do
que ¢ essencialmente um ambiente hostil. Os estudos também indicaram que mais que os
macrofagos, outras células, tais como células dendriticas, estdo infectadas por Micobacterium
tuberculosis, a uma taxa mais elevada do que se pensava anteriormente (WOLF et al., 2007).

Experimentos, com camundongos knockout para CD18, mostraram que micobactérias
podem entrar no SNC carreadas pelo sangue e secrecdes, € que os monocitos/neutrofilos
podem ndo ser necessarios para este tipo de transporte (WU et al., 2000). Estudos in vitro
demonstraram que o Micobacterium tuberculosis, quando livre, pode invadir células
endoteliais (BERMUDEZ et al., 2002; BIRKNESS et al., 1999).

O diagnoéstico de neuro tuberculose implica a instituicdo imediata de tratamento
tuberculostatico com ao menos 4 drogas, pelo periodo de 12 a 30 meses, mesmo apos o
desaparecimento dos sintomas. Faz parte da terapia coadjuvante o uso de corticosteroides
durante 4 a 8 semanas, observando-se melhora do quadro clinico naqueles pacientes que
desenvolvem hipertensdo intracraniana ou cuja lesdo apresenta importante efeito de massa. A
melhora clinica ocorre mesmo antes do desaparecimento das lesdes radioldgicas. O
aparecimento de novas lesdes ou o crescimento daquelas ja existentes ndo significa resisténcia
medicamentosa (PIMENTEL et al., 2000).

Estudos indicam que, no SNC, as células da micréglia sdo alvo da invasdo pelo

Micobacterium tuberculosis, o que promove intensa resposta pro-inflamatoria dependente da
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NADPH-oxidase e a inducdo de intermedidrios reativos de nitrogénio (RANDALL et al.,
2014).

No SNC, a ativagdo de células gliais e a subsequente expressao de varias proteinas
estdo associadas com a inducdo da inflamacdo, presente na neuro-TB e em outras afecc¢des
(GAO et al., 2002). Durante a maturagdo cerebral, acredita-se que a microglia seja
responsavel pela desobstrugdao de células eliminadas por apoptose. No cérebro maduro e sob
condi¢cdes fisiologicas a microglia inativa adota aparéncia ramificada, como caracteristica
morfologica, e atua como célula de defesa do sistema imune. A micréglia, entretanto, ¢é
particularmente sensivel as mudangas em seu microambiente e torna-se ativa em resposta as
infecgdes ou lesdes. A microglia ativada regula uma variedade de receptores de superficie,
incluindo o MHC (complexo maior de histocompatibilidade) e receptores do sistema
complemento (KREUTZBERG, 1996).

Células microgliais, uma vez ativadas, podem induzir a secrecdo de 6xido nitrico (NO)
e citocinas, conduzindo o microambiente a neurotoxicidade. Ainda assim, a mesma secre¢ao
de citocinas e fatores troficos locais pela glia tem sido associada a um sistema de protegao
neuronal (HANSSON; RONNBACK, 2003).

Concomitante as mudangas morfologicas e regulacdo de moléculas de superficie, a
microglia ativada secreta fatores soluveis necessarios a sobrevivéncia neuronal como o fator
de crescimento neuronal (NGF). Entretanto, grande parte dos fatores produzidos pela
microglia ativada € de natureza pro-inflamatdria (LIU; HONG, 2003).

A participacdo da microglia como células de defesa no SNC tem importante papel na
producao de mediadores inflamatorios diante da infeccao pelo Micobacterium tuberculosis.
Esta participagdo deve estar associada a fisiopatologia da doenca, contribuindo para a
conten¢do do patdgeno pela producao de NO e pela modulagdo da resposta inflamatoria pela
ativagdo de NFkB, e subsequente producdo de citocinas pro-inflamatdrias e neurotoxicas
(ZUCCHLI, 2007).

O NFxB ¢ um fator de transcri¢do que preexiste como um complexo latente no
citoplasma de células ndo estimuladas. Este fator tem participag@o ativa na regulagdo de um
grande numero de processos celulares, tais como a resposta imune e inflamagdo, o
desenvolvimento e diferenciagdo celular e a morte celular programada (apoptose)
(HENGARTNER, 2000).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na patogénese do
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comprometimento neural da TB no SNC sdo, ainda, pouco compreendidos, apesar da
severidade da apresentacdo clinica da doenga, de modo que pouco pode ser feito para a
prevengdo ou contengdo deste processo patoldgico. O desenvolvimento de modelos
experimentais de neuro tuberculose podem ajudar a elucidar tais mecanismos celulares e
moleculares. Muitos modelos experimentais de tumores foram estabelecidos durante as
ultimas décadas, principalmente modelos em neuro-oncologia, entretanto poucos modelos
experimentais de neuro tuberculose foram descritos (ZUCCHI, 2007).

Sendo assim, o desenvolvimento de um modelo murino nos pareceu adequado para o
estudo de lesdes provocadas pelo processo de instalagdo do bacilo Micobacterium

tuberculosis no encéfalo.
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Resumo.

Introdugdo: Cerca de um ter¢co da populacdo mundial estd infectada pelo agente etiologico da
tuberculose (TB), aproximadamente 1,6 milhdo de mortes em 2005. A meningite tuberculosa ¢ uma das
formas mais graves de comprometimento do sistema nervoso central (SNC) pela TB, afetando criangas,
principalmente, com taxas de 6bitos em torno de 50%. Apesar da gravidade da apresentacdo clinica, os
mecanismos celulares ¢ moleculares envolvidos na patogénese do comprometimento da TB no SNC sdo,
ainda, pouco compreendidos. Objetivo: Desenvolver um modelo murino para a elucidagio da
fisiopatologia da TB no SNC e compreensdo dos eventos moleculares na produgdo de lesdes, gerando
assim, terapias mais especificas ¢ com melhor resultado terapéutico. Materiais e Métodos: Utilizou-se
camundongos swiss, divididos em dois experimentos. No experimento I padronizou-se a posi¢do da
canula no ventriculo lateral do SNC, com o auxilio de coordenadas estereotaxicas, no experimento II
padronizou-se a carga bacteriana a ser injetada no ventriculo lateral. Apos, realizou-se procedimento
cirargico de perfusdo intracardiaca, crio protecdo do cérebro, montagem de séries de ldminas com secgdes
dos cérebros, que foram submetidas as coloragdes por Ziehl-Neelsen, Nissl e hematoxilina-eosina.
Resultados e Discussiio: As coordenadas estereotaxicas selecionadas para serem utilizadas na
implantacdo das canulas no ventriculo lateral sdo: 0,25 mm posterior ao bregma, 0,5 mm latero-lateral e 2
mm dorsoventral a partir da calota 6ssea. Encontramos tuberculomas espalhados por todo o SNC apenas
nos animais que receberam a dose de 10° cfu/pL. Conclusdo: Injegdo intracerebroventricular de BCG
provoca a formac¢ado de tuberculomas que podem ser caracterizados por métodos histoquimicos.

Palavras-chave: Tuberculose, Lesdes Teciduais, Bacillus Calmette-Guérin.

Tissue Injury and Activation Microglial the Central Nervous System Caused by Bacillus Calmette-
Guérin.

Summary.

Introduction: About a third part third population is infected by the etiological agent of tuberculosis (TB),
approximately 1.6 million deaths in 2005. The tuberculous meningitis is one of the most severe forms of
the central nervous system (CNS) involvement by TB affecting children, especially, with death rates
around 50%. Despite the severity of the clinical presentation, the molecular and cellular mechanisms
involved in the pathogenesis of TB commitment in the CNS are still poorly understood. Purpose: To
develop a murine model to elucidate the pathophysiology of TB in the CNS and understanding of the
molecular events in the production of injury, thus generating more targeted therapies and better
therapeutic result. Materials and Methods: We used swiss mice were divided into two experiments. In
experiment I was standardized position of the cannula into the lateral ventricle of the CNS, with the aid of
stereotactic coordinates in the second experiment was standardized bacterial charge to be injected into the
lateral ventricle. After, there was surgery for intracardiac infusion create brain protection, blades series
assembly with sections of the brains, which were submitted to staining by Ziehl-Neelsen, Nissl and
hematoxylin-eosin. Results and Discussion: The stereotactic coordinates selected for use in the
implementation of the cannula into the lateral ventricle are: 0.25 mm posterior to the bregma, 0.5 mm
lateral-lateral and 2 mm dorsoventral from bone cap. Tuberculomas found scattered throughout the CNS
only in the animals who received a dose of 10° cfu/uL. Conclusion: BCG intracerebroventricular
injection causes the formation of tubers that can be characterized by histochemical methods.

Keywords: Tuberculosis, Tissue Injury, Bacillus Calmette-Guérin.
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1. INTRODUCAO

A doenca causada pelo Mycobacterium tuberculosis ¢ uma das mais importantes doengas
infecciosas e oportunistas no mundo, responsavel por 8,8 milhdes de novos casos de tuberculose
(TB) em 2005 e cerca de 1,6 milhdo de mortes a cada ano, inclusive em pacientes coinfectados
com HIV (Human Imunodeficiency Virus) (1). Estratégias para o combate da TB tém por
objetivo reduzir a metade a prevaléncia de TB e a taxa de mortalidade pela doenga, isto &,
reduzir a taxa anual mundial de mortes por TB para menos de um milhdo até o ano 2015. Este
sera um grande passo para a eliminacdo da TB no mundo (definido como um caso por um
milhao de habitantes) em 2050 (2).

Uma das armas contra a doenca ¢ a vacina BCG (Bacillus Calmette-Guérin), cuja eficiéncia é
duvidosa. A BCG ¢é uma vacina viva baseada no Mycobacterium bovis atenuado para uso
humano, desenvolvida em 1921, cujo nivel de protecdo varia de 0 a 75% (3). Embora a vacina
BCG funcione muito bem para certas doencas, ela apresenta algumas limitagdes. Ela pode, com
certa margem de risco, provocar a infecgdo do paciente pelo patégeno a que se pretende
prevenir. Sua eficacia varia de 0 a 75% e seu uso pode comprometer o diagnostico de TB pelo
teste tuberculinico. Essas limitagdes ndo ocorrem com a vacina de DNA, além de ela despontar
nos dias atuais com um consideravel potencial terapéutico no combate a doencas infecciosas
como a TB (4).

A vacina de DNA, desenvolvida pelo Dr. Célio Lopes Silva (FMRP-USP), heat shock protein
65 (hsp65) € baseada em um fragmento do codigo genético do agente causador da doenca, o
Micobacterium tuberculosis. Administrado por via intramuscular, demonstrou-se que esse gene
pode criar condigdes para a produgdo da proteina antigénica a partir da maquinaria celular do
individuo infectado (5). Em 2000, o hsp65 foi patenteado no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) como agente terapéutico génico (4).

A observac@o inicial de que a vacinagdo com um unico antigeno bacteriano (hsp65) poderia
conferir alguma protecdo a camundongos, contra posterior desafio com Micobacterium
tuberculosis (6), confirmou-se em varios laboratorios (7-13). A caracteristica essencial ¢ a
origem enddgena do antigeno em células de camundongos transfectadas, que favorecem o
desenvolvimento de linfocitos T (CD8 e CD44hi) produzindo interferon-y (INFy), com
citotoxicidade antigeno especifica (9), promovendo lise em macrofagos infectados. A vacina
DNA-hsp65 parece ser um excelente modo de gerar estas células e pode ser capaz de promover
protecdo duradoura (10).

Desde que o desenvolvimento do componente citotoxico bactericida da resposta imune parece
ser mais favorecido pela vacinagdo com DNA-hsp635, que pela infeccdo micobacteriana (14), foi
questionado se a vacinagdo com DNA-hsp65 seria benéfica em uma infecgdo tuberculosa ja
estabelecida (3).

O desenvolvimento de uma infecgdo em camundongos, iniciada pela injecdo intravenosa de
Micobacterium tuberculosis H37Rv, foi monitorado por oito semanas. Durante este periodo, o
numero de bacilos nos 6rgaos internos aumentou cerca de quatro vezes. Entdo os camundongos
foram submetidos a 4 doses intramusculares de DNA plasmidial (contendo o gene /sp65), em
intervalos de 2 semanas. O niimero de bacilos vivos nos 6rgaos internos, rapidamente declinou 2
¢ 5 meses apoés a primeira dose de DNA-hsp65. Efeitos menos significativos foram obtidos com
plasmideos expressando outros genes micobacterianos [70 kDa “heat shock protein 70” (hsp70)
ou 6 kDa “early secretory antigen” (ESAT6)], paralelo a menor eficicia destes antigenos na
vacinacdo de DNA-hsp65 profilatica (8).

Acrescenta-se a esses efeitos terapéuticos da DNA-hsp635, evidéncias de uma elevagdo da sua
eficacia ao ser associada as drogas quimioterapicas em testes utilizando camundongos
infectados com TB. Por isso, a avaliagdo da vacina de DNA-hsp65 como adjuvante a
quimioterapia em testes clinicos com humanos pode nio ser uma perspectiva distante (15).

Contudo, para modelos de TB que infectem o sistema nervoso central (SNC) nao hé estudos
que descrevam a agdo de vacinas e de antibidticos. No SNC, infec¢des bacterianas sdo
processos dinamicos influenciados por multiplas interagdes entre microrganismos ¢ o sistema de
defesa do hospedeiro. O cérebro e a medula espinal sdo relativamente bem protegidos de
agentes que desencadeiam processos infecciosos, pelo tecido 6sseo do cranio e coluna vertebral,
pelas meninges e pela barreira hematoencefalica (BHE). Assim, bactérias requerem fatores
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especiais de viruléncia para invadir o SNC e provocar a doenga. Além disso, quando o patdégeno
penetra o SNC, mecanismos de defesa do hospedeiro sdo ativados para controlar a infecgdo
(16). A TB no SNC geralmente deve-se a uma infeccdo inicial nos pulmdes ou em outros
6rgdos, e a contaminag¢do do SNC geralmente ocorre pela circulagdo sanguinea.

A meningite tuberculosa (MTB), a forma de infecgdo pelo Micobacterium tuberculosis mais
grave em humanos, afeta criangas, predominantemente, e mais de 50% dos casos resultam em
obito e muitos dos sobreviventes tém permanentes sequelas neuroldgicas (17,18). No SNC, a
TB produz comumente hidrocefalia e tuberculomas. Pacientes infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana ou portadores da AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
podem apresentar infec¢do aguda do SNC e entre os patdgenos infecciosos frequentemente pode
ser encontrado o Micobacterium tuberculosis (19). A MTB ¢ atribuida a uma descarga de
organismos de pequenos tubérculos nas meninges, no cérebro, na medula espinal ou no plexo
coroide, os focos de Rich (20), onde a disseminacdo micobacteriana ocorre através da BHE,
possivelmente via plexo coroide (21). Esta disseminagdo pode ser facilitada com a ativacdo de
mecanismos inflamatorios do organismo como a produgdo de 7NF-o que parece facilitar o
transporte de compostos para o encéfalo pela “abertura” da BHE (22).

Apesar da gravidade da apresentagdo clinica, os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na patogénese do comprometimento da TB no SNC sdo pouco compreendidos.
Sendo assim, o desenvolvimento de um modelo experimental de neuro-TB, possibilitara o
estudo da expressdo de fatores envolvidos na fisiopatologia da doenga no SNC, permitindo a
avaliacdo de mecanismos celulares e moleculares da doenca como a identificagdo de riscos para
um possivel modelo de tratamento para a neuro-TB.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais da
Universidade Federal de Sergipe (CEPA/UFS: 04/2010).

2. MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados fémeas de camundongos swiss pesando entre 20 e 25 gramas (entre 9 ¢ 12
semanas de idade) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe. Esses
animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de
Sergipe durante uma semana para aclimatacdo em um ciclo claro-escuro de 12:00 h / 12:00 h
(claro das 6:00 h as 18:00 h), a temperatura de 21 °C +1 °C e acesso livre a ragdo balanceada e
agua. Os animais foram mantidos em ambiente apropriado para evitar contaminagdo
inespecifica.

Protocolo experimental

Experimento I — Padronizagio da posi¢do da canula no ventriculo lateral:

Os animais foram anestesiados com uma injegdo intraperitonial (1 mL/100 g de peso
corporal) de ketamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) diluidas em salina isotonica (NaCl
0,15 M), receberam uma dose de analgésico via subcutinea [Banamine® pet injetavel
(flunixina-meglumina) — 1,1 mg/kg — Schering] e foram posicionados no aparelho estereotaxico
para a implantacdo de uma cénula permanente no ventriculo lateral.

Varias coordenadas estercotaxicas foram utilizadas para a implantacdo da canula para
determinar a coordenada correta para acessar o ventriculo lateral dos camundongos. Apds as
cirurgias, os animais receberam uma inje¢ao intramuscular (0,1 mL) profilatica de antibidtico
(pentabiotico veterinario — 24000 unidades de Penicilina e 10 mg de Estreptomicina e Di-
hidroestreptomicina por camundongo — Wyeth) e permaneceram isolados em temperatura
ambiente (25 °C) até a recuperagdo da anestesia para posteriormente serem levados as gaiolas
individuais no Biotério de manutengdo animal do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal de Sergipe. Durante as 48 horas seguintes a cirurgia, os animais receberam uma injecao
de 1,1 mg/kg de Banamine (flunixina-meglumina) a cada 12 horas, totalizando 5 inje¢des (a
primeira durante a cirurgia e as outras 4 apos a cirurgia).
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Apdés uma semana de recuperacdo, os animais foram anestesiados com uma injegdo
intraperitonial (1 mL/100 g de peso corporal) de ketamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
diluidas em salina isotonica (NaCl 0,15 M) e submetidos a microinjecdo intracerebero-
ventricular de 1 uL de corante Azul de Evans. Passados 10 minutos, os animais foram
perfundidos, seus cérebros foram coletados, pds-fixados, crio protegidos, seccionados em
criostato e corados para identificagdo da posicdo da canula.

Experimento Il — Padronizagdo da carga bacteriana injetada no sistema nervoso central de
camundongos:

Camundongos foram anestesiados e posicionados no estereotaxico, como descrito no
experimento I, para microinjegdo intracerebroventricular de BCG em varias concentragdes (107%;
10* e 10° cfu/uL) para a indugdo de meningite tuberculosa, tuberculomas e do recrutamento
glial. Animais do grupo controle foram injetados no ventriculo lateral apenas com PBS.

Quatro semanas apos a infec¢do intracerebelar com BCG, os animais foram sacrificados por
perfusdo, o cérebro extraido, fixado, crioprotegido e armazenado a -20 °C.

Perfusao intracardiaca

Os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitonial (1 mL/100 g) de ketamina
(100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) diluidas em salina isotonica (NaCl 0,15 M).

A perfusdo foi realizada por meio de infusdo intracardiaca (8 mL/minuto) com salina
tamponada (pH 7.4) com fosfato de s6dio 100 mM (PBS) por 10 minutos seguida pela infusdo
de paraformaldeido 4 % em tampao (pH 7,4) e de fosfato de sddio (100 mM) por 40 minutos.

Crioprotecao

Apos a perfusdo, os cérebros foram removidos, p6s fixados por 4 horas em paraformaldeido
4% e imersos em solugdo de sacarose 30 % com tampdo fosfato (100 mM) até a saturacdo do
tecido (por volta de 48 horas). Em seguida, os cérebros foram congelados a -20 °C.

Montagem das séries de lAminas

Os cérebros congelados a -20 °C foram levados ao criostato, cuja temperatura interna ¢ -20
°C, para obtengdo de seis séries de secgdes com 20 pm montadas em laminas previamente
gelatinizadas. Depois de montadas, as laminas foram novamente armazenadas a -20 °C para
posteriores coloragdes. A primeira série de laminas foi utilizada para a coloragdo de Ziehl-
Neelsen, a segunda série foi utilizada para a coloragdo por Nissl, a terceira por Hematoxilina-
Eosina e a quarta, quinta e sexta séries foram armazenadas para imunofluorescéncias contra Fos,
GFAP, NfkB e fluoro-Jade.

Coloracao de Ziehl-Neelsen

Inicialmente foi aplicado o corante fucsina fenicada de Ziehl e em seguida as laminas foram
aquecidas para permitir a passagem da fucsina fenicada através da parede lipidica e do
citoplasma. Esta etapa ocorre através do aquecimento a chama do bico de Bunsen, em tempo
suficiente para se dar a emissdo de vapores (em torno de 5 min). Apos a aplicacdo deste corante
primario, foi observado que todas as células apareciam coradas de vermelho.

Passados 15 minutos, as laminas foram descoradas com o alcool-acido, aplicando esse
reagente gota a gota sobre a lamina. Durante este processo o corante primdrio fica retido e as
bactérias mantém-se coradas de vermelho. Nas bactérias ndo alcool-acido resistentes o corante
primario ¢ facilmente removido durante a descolorag@o deixando as células incolores.

Depois de lavadas, as laminas foram expostas a dgua corrente ¢ ao azul de metileno (corante
de contraste) por um minuto. Como foram as bactérias ndo alcool-acido resistentes que
descoraram, elas podem agora absorver o corante de contraste e ficar coradas de azul, enquanto
as bactérias alcool-acido resistentes mantém a cor vermelha do corante primario. Com a
coloragdo pronta, as laminas foram novamente colocadas em agua corrente de modo inclinado,
secadas com folhas de papel de filtro e montadas em Entellan-Merck®.
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Coloracao por Nissl

Os cortes foram hidratados por meio de mergulhos subsequentes em uma série de alcool,
todas com duracao de 2 min (alcool 100%, alcool 95%, alcool 70% e alcool 50%), terminando
em agua destilada por também 2 min. Na coloraggo, os cortes foram expostos ao cresil violeta
0,5% por 5 min. Em seguida os cortes foram lavados em uma bateria de alcool, passando do
mais hidratado (4lcool 50%) para o anidro (alcool 100%), terminando no xilol para clareamento
e finalmente a montagem com Entellan-Merck®.

Coloracgao por Hematoxilina-Eosina

Os cortes foram hidratados por meio de mergulhos subsequentes em uma série de alcool,
todas com duragdo de 2 min (alcool 100% II, alcool 95%, alcool 70% e alcool 50%),
terminando em agua destilada por, também, 2 min. Na coloragdo, os cortes foram expostos a
hematoxilina (0,6%) e eosina (0,6%) por 5 minutos. Em seguida os cortes foram lavados em
uma bateria de alcool passando do mais hidratado (&lcool 50%) para o anidro (alcool 100%),
terminando no xilol para clareamento e finalmente a montagem com Entellan-Merck®.

Imunofluorescéncia

Na marcagdo imunofluorescente para Fos, GFAP, NfkB, todas as sec¢des cerebrais foram
processadas a temperatura ambiente (25 °C) e lavadas (cinco vezes por 5 min cada lavagem, em
constante agitagdo) em PBS apos cada etapa de exposicdo aos reagentes.

A exposi¢do aos reagentes comegou com glicina 0,01 M diluida em PBS por dez minutos
para reduzir a autofluorescéncia do tecido, provocada pela exposi¢do ao paraformaldeido 4%.
Em seguida, as ligagdes para gamaglobulina foram bloqueadas com albumina bovina 1% em
PBS por 30 minutos.

Apés a realizagdo dessas etapas para bloqueio de reacdes inespecificas, seguiu-se as
incubagdes com os anticorpos primarios e secundarios.

As secgdes cerebrais foram incubadas com o anticorpo monoclonal, produzido em
camundongo, especifico contra a proteina GFAP diluido 1/200 (Santa Cruz Biotechnologies —
USA), anticorpo policlonal produzido em cabra, especifico contra NFkB (Santa Cruz
Biotechnologies — USA) e anticorpo policlonal produzido em coelho, especifico contra Fos
(Santa Cruz Biotechnologies — USA).

Em seguida, os cortes foram expostos ao segundo anticorpo diluido 1/1000 por uma hora em
PBS. Foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-IgG de coelho produzido em jumento e
conjugado com Alexa Fluor-594, anticorpo anti-IgG de camundongo produzido em jumento e
conjugado com Alexa Fluor-350 e anticorpo anti-IgG de cabra produzido em jumento e
conjugado com Alexa Fluor-488. Em seguida os cortes foram corados com fluoro-Jade.

Utilizando-se o protocolo citado, o controle de especificidade do anticorpo secundario foi
realizado, omitindo-se o anticorpo primario da reacdo imunofluorescente.

Coloraciao com fluoro-Jade.

Como a degeneragdo neuronal ¢ detectada por fluoro-Jade, relacionamos os neurénios em
processo de morte celular com as regides cerebrais infectadas pelo BCG porque o fluoro-Jade
emite fluorescéncia com comprimento de onda entre 480 ¢ 490 nm. Apods a realizagdo das
imunofluorescéncias para NFkB e GFAP, as laminas foram expostas ao permanganato de
potassio 0,06% por 15 minutos, lavados e expostos ao fluoro-Jade 0,09% em 4acido acético por
30 minutos e secadas por 30 minutos na prote¢ao da luz, montados com fluoromount-G (Eletron
microscopy science — USA) e vedados com tinta esmalte.

Aquisicao das imagens

As seccles cerebrais contendo neurdnios marcados positivamente para Fos, NFkB e para
GFAP no cérebro foram fotografadas, utilizando-se um microscopio de fluorescéncia com
camera digital (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Germany).
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Analise das imagens

O maior numero possivel de fotomicrografias foi adquirida para analisar a marcagdo para
Fos, GFAP, NF«B e fluoro-Jade. Foram analisadas as regides marcadas para GFAP, NFxB e
fluoro-Jade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados do experimento I:

Inicialmente padronizamos a microinje¢do intracerebroventricular. Para confirmar que a
canula estava sendo implantada no ventriculo lateral, foi injetado 5 pL de azul de metileno na
canula e logo apds o animal foi sacrificado com sobre dose de anestesia (ketamina 100 mg/kg e
xilazina 10 mg/kg), o cérebro foi retirado, congelado e cortado para ser observado e fotografado
no microscopio (Figura 1).

Figura 1: Fotomicrografia de secg¢do do SNC
sem colorag¢do tecidual, evidenciando a
presen¢a do corante Azul de Evans injetado no
ventriculo lateral.

O corante observado na parede do ventriculo lateral indicou o correto posicionamento da
canula implantada no sistema nervoso central.

Dentre as diversas coordenadas testadas, as seguintes coordenadas estereotaxicas foram
selecionadas para serem utilizadas na implantagdo das canulas no ventriculo lateral dos
camundongos: 0,25 mm posterior ao bregma, 0,5 mm latero-lateral e 2 mm dorsoventral a partir
da calota 6ssea.

Resultados do experimento I1:

Os camundongos foram submetidos a microinje¢do intracerebroventricular de BCG em
diversas concentragdes (10°; 10% e 10° cfu/uL) através das canulas implantadas por cirurgia
estereotaxica e permaneceram em observagdo por 4 semanas.

Encontramos os tuberculomas espalhados por todo o sistema nervoso central apenas nos
animais que receberam a dose de 10° cfu/pL, principalmente nas por¢des proximas aos
ventriculos cerebrais.

Na figura 2 temos a fotomicrografia da seccdo cerebral de camundongo, corada pelo método
de Ziehl-Neelsen, que evidencia pelas setas os bacilos, em azul, no tuberculoma e a mielina dos
neurénios em vermelho.
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Figura 2: Fotomicrografia da secg¢do cerebral de
camundongo corada pelo método de Ziehl-Neelsen
apés inje¢ao (10° cfu/ul) intracerebroventricular
de BCG. As setas apontam os bacilos em azul no
tuberculoma. Em vermelho, mielina dos neuronios.

Na figura 3, a fotomicrografia da sec¢do cerebral de camundongo corada pelo método de
Nissl mostra a gliose reacional ao tuberculoma em violeta apontado pelas setas.

Figura 3: Fotomicrografia da sec¢do cerebral de
camundongo corada pelo método de Nissl apos
injecdo (10° cfu/ul) intracerebroventricular de
BCG. As setas apontam a gliose reacional ao
tuberculoma. Em violeta, os neurénios.

Os tuberculomas apareceram de maneira mais evidente nas coloragdes com Hematoxilina-
cosina (Figura 4) das secgdes cerebrais dos camundongos. E possivel notar o aglomerado
celular caracterizando o tuberculoma.

As formagdes de tuberculomas no sistema nervoso central de camundongos também foi
realizada anteriormente por nossa equipe e publicado na tese de doutorado defendida na
Universidade de Sdo Paulo, pela aluna Fabiola Cristina Ribeiro Zucchi. Nessa tese, a injecdo de
BCG ocorreu no tecido cerebelar ¢ foram encontrados tuberculomas semelhantes ao que
encontramos no presente projeto. Entretanto, tendo em vista que a neuro tuberculose acessa o
sistema nervoso central através do plexo cordide e instala-se entre as meninges, no liquido
cefalorraquidiano e no tecido nervoso proximo aos ventriculos, nossa equipe decidiu iniciar o
desenvolvimento desse novo modelo apresentado no presente trabalho, no qual a inje¢do de
BCG ocorre diretamente nos ventriculos laterais.

O sistema nervoso central e o sistema imune comunicam-se constantemente. A resposta
inflamatoria no sistema nervoso central emite sinais que recrutam leucécitos e provocam a
liberagdo de citocina pro-inflamatoria. As células, do sistema imune, ativadas por essas
sinalizagdes compreendem os monocitos, linfocitos € os macrofagos. Essas células atravessam a



34

barreira hematoencefalica ¢ se estabelecem no local de desenvolvimento da resposta
inflamatoéria. O sistema nervoso central também responde ao processo inflamatorio por meio das
células gliais, principalmente através da multiplicagdo dos astrocitos. Assim, o sistema nervoso
central em conjunto com o sistema imune atuam sinergicamente para promover uma resposta de
defesa neuro imunolégica (MICHAEL D.LUMPKIN). E por isso que é fundamental padronizar
as imunofluorescéncias contra os marcadores da resposta imunologica e glias no sistema
nervoso central para caracterizar a formacao dos tuberculomas provocados pelas inje¢des com
BCG em nosso modelo experimental.

Figura 4: Fotomicrografias de cérebro de camundongos corados com
hematoxilina-eosina. As fotos da coluna da esquerda (1, 3, 5 e 7) sdo de
animais controle e as da coluna da direita (2, 4, 6 e 8) sdo de animais
submetidos a inje¢do (10° cfu/uL ) intracerebroventricular de BCG. As
fotos 1 e 2 apresentam aumento de 100 vezes e as demais representam
aumento de 400 vezes.
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4., CONCLUSAO

A injecdo intracerebroventricular de BCG provoca a formagdo de tuberculomas que podem
ser caracterizados por métodos histoquimicos como Ziehl-Neelsen, Nissl e Hematoxilina-
Eosina. Entretanto, ¢ fundamental que esse modelo seja melhor caracterizado, utilizando-se
fluorescéncia por fluoro-Jade para verificar o desenvolvimento glial e o sofrimento neuronal, e
imunofluorescéncia para marcadores da resposta inflamatdria no sistema nervoso central, como
GFAP, NfkB ¢ Fos.

Uma vez estabelecido o modelo de infecgdo por BCG no sistema nervoso central através das
injecdes nos ventriculos laterais, iremos sondar a evolugdo dessa infeccdo, diante dos
tratamentos proposto nos experimento [ (efeito profildtico da vacina Asp65) e II (efeito
terapéutico da vacina Asp65).

Nossa expectativa ¢ de que a vacina possa reduzir a dimenso ¢ o niimero de tuberculomas e
o recrutamento glial tanto para o modelo de estudo profilatico quanto para o modelo terapéutico
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