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Resumo

Mycobacterium bovig o principal agente etioldgico da tuberculosdrmwma zoonose com
elevada relevancia a nivel mundial. Uma vez no ébsipo,M. bovistem a capacidade de sobreviver
e de se multiplicar no interior dos macrofagos,deea interaccdo entre a micobactéria e a célula

hospedeira determinante no estabelecimento decéidec

Neste trabalho foram estudadas duas estirped.deovis epidemiologicamente relevantes:
LNIV 11428/003/05 (SB0121) e LNIV 7407/000/04 (SB%), na perspectiva de avaliar se a diferente
frequéncia e dispersdo dos perfis de spoligoty@B@121 e SB1175 pode ser devida ao diferente
sucesso das estirpes enquanto agentes patogébDemsminaram-se as curvas de crescimento e
estudou-se a resisténcia a intermediarios reactioxigénio e azoto, em meio de cultura. O
crescimento intracelular em macrofagos e o efatanteccdo na producdo de citocinas foi também
estudado. Em meio de cultura, o crescimento avalta contagem de coldnias foi idéntico para as
duas estirpes. Contudo, pela leitura da densidptilada estirpe LNIV 11428/003/05 apresentou uma
taxa de crescimento 1,3 vezes superior. Esta estirpstrou também uma maior resisténcia ao
peréxido de hidrogénio, e curiosamente, na presdacaitrito de sédio, para concentracdes de 4 e
8 mM, apresentou uma maior susceptibilidade. A rpesti LNIV 11428/003/05 cresceu
significativamente melhor nos macrofagos. Entré asas 24 horas apés a infeccdo, a producéo de
TNF-0. aumentou na infeccdo com a estirpe LNIV 11428{@®3fmas manteve-se idéntica com a
estirpe LNIV 7407/000/04. Embora preliminares, estsultados sugerem que a elevada prevaléncia e
ampla distribuicdo geogréfica do spoligotipo SBOE21 Portugal pode estar relacionada com uma
maior capacidade de sobrevivéncia e crescimenttaglesstirpes nos macréfagos. Este estudo
contribui para o conhecimento de um importante &gpatogénico, e deve ser continuado com vista a

compreender e justificar os resultados observados.

Termos-chave:Mycobacterium bovijs tuberculose bovina, intermediarios reactivos déémio,

intermediarios reactivos de azoto, macrofago, it






Abstract

Mycobacterium boviss the main etiological agent of bovine tubercidpa zoonotic disease
with high relevance in the world. Once in the hdét,bovishas the ability to survive and replicate
within macrophages, being the interaction of myoctéaa with host cell decisive in the establishment

of infection.

In this work two epidemiologically relevanM. bovis strains were studied: LNIV
11428/003/05 (SB0121) and LNIV 7407/000/04 (SBl1l#b)order to evaluate if the different
frequency and distribution of SB0121 and SB1173igptypes can be explained by strains different
success as pathogenic agents. Growth curves amstare® to reactive oxygen and nitrogen
intermediates were determined in broth mediumdiiteon, intracellular growth within macrophages
and effect of mycobacterial infection on cytokineduction were also studied. In broth medium,
strains growth was similar when evaluated by colooynting. However, strain LNIV 11428/003/05
demonstrated 1.3 times higher growth rate by olptieasity measures. This strain also showed greater
resistance to hydrogen peroxide, and curiously ahd 8 mM sodium nitrite, demonstrated higher
susceptibility. Within macrophages LNIV 11428/0@/6train replicated significantly better. The
production of TNFe in response to LNIV 11428/003/05 infection incexhd®etween 6 and 24 hours
after infection, but remains similar in LNIV 7400@04 infection. These previous results suggest tha
high prevalence and wide geographical spread ofL3B@poligotype in Portugal may be related with
a greater ability of these strains to survive armhgwithin macrophages. This study contributesup o
knowledge about an important pathogen, and shoalddmtinued in order to understand and justify

the observed results.

Keywords: Mycobacterium bovijs bovine tuberculosis, reactive oxygen intermediateeactive

nitrogen intermediates, macrophage, cytokines
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1. Introducao

1.1. GéneroMycabacterium: caracteristicas gerais e relevancia

O géneroMycobacteriumé o Unico membro da familislycobacteriaceaepertencente a
ordem Actinomycetales classe Actinobacteria filo Actinobacteria dominio Bacteria (Wayne e
Kubica, 1986). Actualmente, inclui mais de 120 emmdescritas (Smitst al., 2009a).

As bactérias do géneMycobacteriumconhecidas por micobactérias, apresentam a fdema
bacilos (0,2-0,6 um largura x 1,0-10 um comprimgrdem curvatura ou com curvatura ligeira, nao
méveis e ndo formadores de esporos (Saviola e iBigB@6). Possuem uma parede celular de
composicao unica e complexa (figura 1.1), rica emas gordos de cadeia longa, com 60 a 90 atomos
de carbono, designados &cidos micolicos. Estesfianicolicos conferem as células a propriedade de
alcool-acido resisténcia na coloracdo de Ziehl-blrel que é caracteristica do género, e da a
designacéo de bacilos &lcool-acido resistentes @)As micobactérias (Lévy-Frébault e Portaels,
1992). Os é&cidos micolicos distribuem-se numa canesgessa e exterior, na qual também podem ser
encontrados diversos glicolipidos, como o lipomanghM), o lipoarabinomanano (LAM), o
lipoarabinomanano manosapped (ManLAM), presente nas micobactérias patogéniaasp
lipoarabinomanano fosfoinositidmpped (PILAM), encontrado nas micobactérias ndo patagni
(Bhamidi et al, 2011; Brikenet al, 2004). A camada interior da parede celular &stitoida pelo
peptidoglicano, arabinogalactano e fosfatidil itmsinandsidos (PIM) (Bhamidit al, 2011; Guerin
et al, 2010).

Residuos terminais
de manose

Acidos micélicos

V

M _,-"F\. .-"ff\.-"f\‘-\,-"!\--\‘ /‘

A A
\ A\ /
,.'"ll / \ /

Lipoarabinomanano

}— Arabinogalactano

l— Peptidoglicano
PIM

}— Membrana plasmatica

Porinas

Figura 1.1. Representacdo esquematica da estddauparede celular das micobactérias patogénicas.
A camada interior da parede celular é constituigla peptidoglicano, arabinogalactano e PIM; e a
camada exterior pelos acidos micélicos, e glicdipi como o LAM e ManLAM. Adaptado de

Kleinnijenhuiset al, 2011.



O facto de as micobactérias terem a capacidadeyartde reter o corante fucsina e de nédo
se deixarem descorar pela acgédo do alcool-acidéd,nesbase da coloragdo pelo método de Ziehl-
-Neelsen. Ja a coloragéo pelo método de Gramaulifda pelo elevado conteddo lipidico da parede
celular destas bactérias, no entanto, se a poigiliich das células for removida, as células iasact
deixam de ser alcool-acido resistentes e coram d8ramn positivas (Madigan e Martinko, 2006).
Outra particularidade das bactérias do géiyroobacteriundiz respeito ao elevado conteddo GC do
seu genoma, que varia entre 61 e 71% (Lévy-Frébdridtrtaels, 1992; Shinnick e Good, 1994).

As micobactérias sdo microrganismos aerébios, gdem utilizar diversos compostos como
fonte de carbono e de azoto, ndo precisando a @maaibria de factores de crescimento especificos
ou vitaminas no meio de cultura (Hartmatsl, 2006). A temperatura de crescimento varia evgre
30°C e os 52, dependendo da espécie (Allen, 1998).

As bactérias do géneldycobacteriunmsdo divididas em dois grandes grupos, tendo mw a
taxa de crescimento: micobactérias de crescimedpaa, se formam colénias em meio soélido
selectivo num periodo de 7 dias, e micobactériasréscimento lento, se necessitam de mais de 7
dias. Embora sejam conhecidas excepcfes, as miédhacde crescimento rapido normalmente
aparecem como saprofitas em habitats naturaispsemsideradas raramente patogénicas para 0s
humanos, enquanto as micobactérias de crescimantodurgem geralmente associadas a doencas em
humanos e outros animais. S&o diversas as espéciEsnerdvycobacteriunrelevantes em medicina
humana e veterinaria (Hartmaesal, 2006; Saviola e Bishai, 2006), sendo algumasloaictérias
agrupadas em complexos (por exemplo, compbMyocobacterium aviune complexdvlycobacterium
tuberculosi¥, que incluem espécies que causam sindromes ading€nticos e apresentam uma

elevada semelhanca genética (Saviola e Bishai,)2006

1.1.1. ComplexaVycobacterium tuberculosis

O complexo Mycobacterium tuberculosi$gMTC, do inglés,Mycobacterium tuberculosis
comple)x é constituido por oito espécies de micobactédascrescimento lento, que causam
tuberculose nos humanos e outros animdigcobacterium tuberculosidycobacterium africanum
Mycobacterium microtiMycobacterium bovjsvlycobacterium canettifvan Soolingeret al,, 1997),
Mycobacterium capradAranazet al, 2003), Mycobacterium pinnipedi(Cousinset al, 2003) e
Mycobacterium mundiAlexanderet al, 2010).

Os membros do MTC apresentam, a nivel de sequéacieotidica, uma semelhanga superior
a 99,9% (Sreevatsaat al, 1997), com sequéncias de rRNA 16S idénticas {Botiauset al, 1990).

No entanto, mostram diferengas fenotipicas e degpaicidade, estando adaptados a hospedeiros
distintos (Broschet al, 2000; Broschet al, 2002). Cada uma das espécies do complexo tem

preferéncia por um hospedeiro especifidotuberculosisM. africanume M. canettiipelos humanos,
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M. microti pelos roedored\yl. bovispelos bovinosM. capraepelos caprinod\. pinnipediipelas focas

e M. mungi pelos mangustos listrados (Smigh al, 2006; Alexanderet al, 2010). Contudo, a
adaptacdo ao hospedeiro ndo é necessariament®; eslgumas espécies ja foram isoladas de
mamiferos que ndo sdo considerados o seu hospgurério (Smithet al, 2009a).M. bovisé a
espécie do MTC com maior gama de hospedeiros, seaphr de infectar uma grande variedade de
espécies de mamiferos, domésticos e selvagens,cbomm o Homem (O'Reilly e Daborn, 1995)
(tabela 1.1). As espécies que tém como hospedeimago um animal que ndo o Homem, mas
ocasionalmente causam doenca nos humanos, saderalsis espécies zoonotidsls.tuberculosisé

o0 membro do MTC responsavel pela grande maioriacde®s de tuberculose humana, sendo o

principal agente etioldgico desta patologia (Brastcal, 2000).

Tabela 1.1. Espécies do compléWgcobacterium tuberculosis respectivos hospedeiros.

Espécie Hsgpegglro Hospedeiros Ocasionais
rimario

M. tuberculosis Homem Bovinos (Ocepetdt al, 2005)

M. africanum Homem Bovinos (Rahirat al., 2007)

Homem (Xavier Emmanuet al, 2007); gatos (Smith
M. microti Roedores et al, 2009b); bovinos (Jahaesal, 2004); suinos
(Tayloret al., 2006)

Homem e outros primatas; caprinos; suinos; caess,ga

M. bovis Bovinos bdfalos; texugos; veados (O"Reilly e Daborn, 1995)
M. canettii Homem -
M. caprae Canrinos Homem (Rodrigueet al, 2009); bovinos; javalis
-cap P (Duarteet al,, 2008)
M. pinnipedii Focas Homem (Kierset al, 2008); outros mamiferos em
- pinnip jardins zoolégicos (Moseat al., 2008)
M. mungi Mangustos listrados -

A identificacdo de regides gendmicas variaveis mesnbros do MTC, nhomeadamente das
regides de diferenca (RDs, do inglBggions of DifferenggBehret al, 1999; Gordoret al, 1999),
permitiu o0 estudo da evolugdo do complexo: delexgreessivas e irreversiveis de RDs definem a

evolucdo dos membros do MTC, apareceddbovisno final da filogenia (Broscét al, 2002).



1.1.1.1.Mycobacterium bovis

O genoma deM. bovis é constituido por um Unico cromossoma circulaqueaciado
integralmente pela primeira vez em 2003, por Garmiecolaboradores. Com 4.345.492 pb, o
cromossoma dél. bovis(M. bovisAF2122/97) (Garnieet al, 2003) é mais pequeno que oMe
tuberculosis(Cole et al, 1998), possuindo diversas deleccdes, que estdbase da reducdo do
tamanho do genoma, e contendo apenasoans que se encontra ausente na maioria das estirpes de
M. tuberculosisolocus TbD1 (do inglésM. tuberculosis specific deletion (Garnieret al., 2003). A
deleccdo da RD4 é caracteristica de todas asesstigM. bovis(Broschet al, 2002), e a deleccao da
RD1 é caracteristica de todas as estifebovisBCG (Bacille Calmette-Guérin estirpes atenuadas
de M. bovis(Mahairaset al, 1996). A perda da RD1 contribui para a atenualgieiruléncia das
estirpesM. bovisBCG; esta regido inclui os genesat6e cfpl0 que codificam para importantes
proteinas antigénicas (Mustafgaal., 2008), e a sua reintroducao resulta num sigtifioc aumento de
viruléncia (Pymet al, 2002). Por ndo ser virulenthd]. bovisBCG tem sido utilizado na vacinacao
contra a tuberculose humana (Mahaetal, 1996).

M. bovis é o principal agente etioldgico da tuberculoseifmvTrata-se de uma bactéria
intracelular facultativa, que é capaz de sobrevivate se multiplicar no interior dos macréfagos
(Aldwell et al, 2001; Hopeet al, 2004), a sua principal célula hospedeira (Fet2001), mas
também de outros fagdcitos, como as células daafrifHopeet al, 2004; Denis e Buddle, 2008).

M. bovis cresce preferencialmente a°G7 é uma micobactéria de crescimento lento, que
demora trés a quatro semanas a formar coloniaseimsalido, e com tendéncia a formar agregados
em meio liquido, devido a natureza hidrofébicawaparede (Hartmam al, 2006; Saviola e Bishai,
2006). Aguando da sua manipulacdo em laboratéeie-de ter em atencédo gde bovisé um agente
bioldgico de nivel lll, e que portanto devem sendadas todas as devidas precauc¢des de modo a evitar

a infeccdo humana (World Organisation for Animaaltte 2010).

1.2. Tuberculose bovina

A tuberculose bovina é uma zoonose com elevadearmaiéa a nivel mundial. Trata-se de uma
doenga que, para além de ter um grande impacte-eéonomico, uma vez que causa perdas na
producéo e portanto afecta o comércio de animpis@utos animais, constitui uma preocupacao para
a saude publica, devido ao seu potencial zoondlssim, na maioria dos paises desenvolvidos tém
sido implementados programas de erradicagdo, queet#uzido, e em certos casos mesmo eliminado,
a doenca nos bovinos. O facto Me bovister a capacidade de infectar outras espécies mnima
domésticas e selvagens, que se podem comportar res@wvatorios (hospedeiros de manutencgéo) da

doenca, capazes de a reintroduzir em exploragdres lile tuberculose, tem complicado o controlo e a
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erradicacdo da tuberculose bovina em diversospétsrisins, 2001; The Center for Food Security &
Public Health, 2009; Thoemt al, 2009). Em Portugal, estd implementado um progratae
erradicagdo da tuberculose bovina, suportado |legabnpelos Decretos-Lei n°® 272/2000 de 8 de
Novembro e n° 31/2005 de 14 de Fevereiro. Resunaid@mné feito o rastreio regular dos efectivos
bovinos pela prova de intradermotuberculinizac&oparada, consequente abate sanitario dos animais
com suspeita de infec¢éo, e colheita de amostrasdp@gnostico laboratorial. A tuberculose bovina é
uma doenca de declaracéo obrigatdria, sendo osvefebovinos e as areas objecto de classificacdo
sanitaria obrigatoria. Nos Ultimos anos, a prevairde animais infectados em Portugal tem
permanecido baixa e vindo a diminuir, tendo-sestadbo em 2008 uma prevaléncia animal de 0,03%
(vs 0,13% em 2003). Curiosamente, em 2009 verificouns® subida inesperada, tendo quase
duplicado o numero de animais infectados (Direcgderal de Veterinaria, 2010; 2011a).
Recentemente, foi criado um plano de controlo aderacdo da tuberculose em caca maior, que
obriga a uma avaliacdo da infeccdo dos veadosatigasacados em Portugal (Direccdo Geral de
Veterinéaria, 2011b).

EmboraM. bovisseja o principal agente etioldgico da tuberculo®éna, tambénM. caprae

€, ocasionalmente, isolado em lesBes suspeitabectlose, em bovinos (Duageal, 2010).

1.2.1. Epidemiologia molecular — situagdo em Portad)

O conhecimento preciso da epidemiologia da tubeseulbovina, nomeadamente a
compreensao da transmisséo da doenca entre oob@vacompreensdo do papel desempenhado por
outras espécies domésticas e selvagens na marutelacddoenca em exploracdes livres de
tuberculose, é essencial para conseguir a erradici;doenca.

A tipificacdo molecular, ou genotipagem, dos isokadeM. bovis i.e. a discriminacao intra-
especifica dos isolados (discriminacao para aléesgécie), tem-se revelado importante no estudo da
epidemiologia da tuberculose bovina, uma vez qumipe determinar, nomeadamente, se estirpes de
M. bovisisoladas de animais em exploracdes geograficanpedigmas sdo geneticamente idénticas,
se a transmissdo da doenca ocorre de um hospedeir@utro, e se determinadas regides geograficas
sdo fontes de infeccdo frequentes (Detrral, 2000; Milian-Suazcet al, 2008). As técnicas de
tipificagdo molecular mais utilizadas para os memsldo complexdMycobacterium tuberculosi®
portanto paraV. bovis sdo o spoligotypingSpacer Oligonucleotide Typipg a andlise de MIRU-
-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit - Vatiablumber Tandem Repeatdmbas as
técnicas se baseiam na amplificacao, por PCR gi@a®polimorficas do genoma, com a vantagem de
nao exigirem a purificagdo de DNA. Por assentaranregioes independentes do genoma, as duas
técnicas, uma vez utilizadas em conjunto, permitamfirmar ou refutar suspeitas de ligacbes

epidemiolégicas entre isolados.



1.2.1.1. Spoligotyping $pacer Oligonucleotide Typing)

A técnica de spoligotyping baseia-se na andlisgpaonorfismo dolocus DR (do inglés,
Direct Repedt (Kamerbeeket al, 1997), presente no genoma das micobactériasodmplexo
Mycobacterium tuberculosié\ regido DR € constituida por repeticdes directasservadas, de 36 pb,
intercaladas por sequéncias espacadoras variéeais34 a 41 pb (Hermams al, 1991) (figura 1.2),
sendo o conjunto de uma repeticdo directa e seiguénspacadora adjacente denominado DVR (do
inglés, Direct Variant Repedt(van Embderet al, 2000). A ordem das sequéncias espacadoras na
regido DR é conservada (Caigtial, 2001), assentando o polimorfismoldousDR na variacao do
namero de repeticbes directas e na presenca ouciasde sequéncias espacadoras especificas
(Groeneret al, 1993).

" 34-41pb 34-41pb 34-41pb 34-41pb

36 pb 36 pb 36 pb 36 pb 36 pb
Figura 1.2. Representacdo esquematica da estdulcus DR, constituido por repeticBes directas
conservadas, de 36 pb (rectangulos), intercalaglasgguéncias espacadoras variaveis, de 34 a 41 pb.
Adaptado de Kamerbee al,, 1997.

O spoligotyping aplica-se a todos os membros do Majesentando algumas espécies, e
certos grupos do complexo, perfis de spoligotygiagacteristicos, conhecidos como perfis assinatura
(Streicheret al,, 2007) (tabela 1.2). Por exemplo, as estirpdd.deoviscaracterizam-se pela auséncia
das sequéncias espacadoras 3, 9, 16 e 39 a 43ridaeket al, 1997; Caimiet al, 2001; Duartest
al., 2008). Ja as estirpes M capraesdo caracterizadas pela auséncia das sequénuégseésras 1,

3 al6, 28 e 39 a 43 (Streicletral, 2007; Erleret al, 2004).

Tabela 1.2. Perfil de spoligotyping caracteristisiMycobacterium bovie Mycobacterium caprae
Os quadrados negros representam a presenca edradpsbrancos a auséncia de cada uma das 43

sequéncias espacgadoras. Adaptado de Stresthér 2007.

Espécie do MTC Perfil Assinatura
M. bovis ([ [ I]I]I[{][]][[]] NEENN
M. caprae n EesssssenEmmEn | ([ ([ m ([ []]] | EEEES




Apesar de estirpes de uma mesma espécie apresemt@Ecteristicamente certas sequéncias
espacadoras ausentes, diferem na presenca ouiaud€otitras sequéncias espacadoras especificas, e
portanto no perfil de spoligotyping. Deste moddéenica de spoligotyping permite a simultanea

deteccéo e tipificacdo de estirpes do MTC (Kamdeeeal, 1997).

No primeiro estudo de genotipagem por spoligotypeadizado em Portugal, para isolados de
M. bovis provenientes de varias espécies animais encosrtedadiferentes regides geograficas do
pais, foram identificados 28 perfis de spoligotgpitistintos. O perfil SB0121 revelou-se nitidamente
predominante, sendo encontrado em todas as reggegaficas portuguesas onde existe tuberculose
bovina (Duarteet al, 2008). Estudos posteriores, para isolados aditsodeM. bovis vieram
identificar novos perfis de spoligotyping, e comfar a elevada prevaléncia - aproximadamente 25%
dos isolados estudados entre 2002 e 2009, e arigifibuicdo geografica do perfil SB0121 em
Portugal (Matost al, 2010). Relativamente a distribuicdo pelas difae espécies animais, o perfil
SB0121 é encontrado ndo s6 em bovinos, mas tamb&ranémais selvagens, como veados. Ao
contrario do perfil de spoligotyping SB0121, algymesfis sdo pouco frequentes em Portugal, tendo
sido isolados uma Unica vez. Alguns destes, peloomeéentro do nosso conhecimento, até a data
foram isolados apenas em Portugal - é o caso pon@r dos perfis SB1093 e SB1175 (Duattal,
2008; Matoset al, 2010). Enquanto o perfil SB1093 difere do SBOp2la auséncia de apenas uma
sequéncia espacadora, o perfii SB1175 € clarameligénto do SBO0121, apresentando,

comparativamente, diversas sequéncias espacadseses (Duartet al, 2008).

1.2.1.2. MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit - Variable Number
Tandem Repeats)

O genoma das micobactérias do compleyaobacterium tuberculosepresenta diversdsci
com sequéncias de DNA com 40 a 100 pb denominagasbacterial interspersed repetitive units
(MIRUS), i.e. sequéncias repetidas mdem dispersas pelo genoma em regides intergénicapliSu
et al, 1997; Supphet al, 2000). No cromossoma d&. tuberculosisH37Rv foram identificados 41
loci MIRU, dos quais 12 apresentam polimorfismos no enonde repeticbes emandem sendo
designadosloci variable number tandem repeaf¥ NTR) (Supply et al, 2000). A tipificacdo
molecular por MIRU-VNTR baseia-se na analise dgstdisnorfismos, e portanto na determinagéo do
namero de repeticdes gandemdestesoci MIRU-VNTR (Supplyet al, 2001).

A genotipagem por MIRU-VNTR de isolados dd. bovis portugueses revelou-se
particularmente Util para diferenciar estirpes ammqmesmo perfil de spoligotyping. Por exemplo, o

perfil SB0121 representa um grupo heterogéneo,agiitpes geneticamente diversas. Em conjunto, a
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genotipagem por spoligotyping e MIRU-VNTR permitidentificar genétipos idénticos em areas
préximas, sugerindo uma fonte comum de contamindgéim como confirmar a transmissaoMe

bovisentre bovinos e animais selvagens em Portugalr{®eigal, 2010).

1.2.2. Interacgdo micobactéria - hospedeiro

A transmissdo deM. bovis entre bovinos ocorre, na maioria dos casos, pelagao de
aerossois produzidos por animais infectados, esgtosccasos pela ingestéo directa do organismo, por
exemplo através do leite ou de pastagens contaasnadndo a transmissao pelas vias congénita e
cutanea rara (The Center for Food Security & Publ@alth, 2009). A entrada dé. bovis no
organismo hospedeiro tem como consequéncia o dasangnto de uma resposta imunitaria por
parte do animal, que compreende o reconhecimeat@gposta a presenca da micobactéria.

O sistema imunitario dos mamiferos é um sistendeflesa, que engloba duas componentes: a
imunidade inata e a imunidade adquirida ou adaptatesponsaveis, nomeadamente, pela protec¢do
do organismo contra a invasdo por parte de micnisgas patogenicos. A imunidade inata constitui
uma primeira linha de defesa contra a infec¢ackiimecanismos que ndo sdo especificos para um
agente patogénico particular, mas que envolvemliasle moléculas, que reconhecem moléculas
peculiares frequentemente encontradas nos agattegepicos. Entre os mecanismos inatos encontra-
se a fagocitose, restrita apenas a alguns tipegldi&as: mondcitos, macréfagos, neutréfilos e eslul
dendriticas (Kindet al, 2007). Algumas células do sistema imune inafmessam constitutivamente
uma variedade de receptores (PRRs, do ingkdtern Recognition Receptdre&nvolvidos no
reconhecimento de padrées moleculares presentesrgasismos patogénicos (PAMPs, do inglés,
Pathogen Associated Molecular Pattérn&awai e Akira, 2010). Desempenham ainda um papel
importante na imunidade inata uma variedade de ostnp, como as proteinas do sistema de
complemento e as citocinas. A activacdo da imumidiaata produz sinais que estimulam a imunidade
adquirida que, por sua vez, responde a presencpatogénios de forma especifica (Kiredtal,
2007). Na imunidade adquirida, a imunidade medipda células T desempenha um papel
fundamental nas infeccGes pdr bovis(Pollocket al, 2001). Os linfocitos T expressam a nivel da
membrana plasmatica diversas moléculas, nomeadanantglicoproteinas CD4 ou CD8, e os
receptores TCR (do inglé3-cell Receptods que reconhecem antigénios ligados a moléculas do
complexomajor de histocompatibilidade (MHC, do ingl@€ajor Histocompatibility Complgx As
células T que expressam CD4 reconhecem apenasigsnams ligados a moléculas do MHC classe |l
(MHC 11), e em geral funcionam como linfécitosh€lper(Ty), enquanto as células T que expressam
CD8 reconhecem apenas os antigénios ligados a nta¢édo MHC classe | (MHC [), e normalmente
funcionam como linfécitos Teytotoxic (Tc). As células T, sdo activadas por citocinas, ou pelo

reconhecimento de um antigénio ligado a moléculbeCMI, encontradas exclusivamente nas células
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apresentadoras de antigénios (APCs, do inglégen-Presenting Cellsnomeadamente macréfagos
e ceélulas dendriticas, que depois de fagocitarempaisgénios expdem a superficie porcdes
antigénicas destes microrganismos. Uma vez actyadacélulas Jdividem-se, dando origem a um
clone de células efectoras especificas para etigérdn, capazes de secretar varias citocinaspque
sua vez vao activar outras células que participamesposta imune. Numa respostd € produzido

um perfil de citocinas que suporta a inflamacaoctva principalmente células T e macréfagos,
enguanto numa respostaZlsao activadas principalmente células B e respastianes que dependem
de anticorpos. Os dois tipos de imunidade, inatalaptativa, cooperam de modo a produzir uma
resposta imune combinada e mais eficiente contraagdo por parte de microrganismos patogénicos
(Kindt et al., 2007).

O sucesso das micobactérias patogénicas, nomeatdanedh bovis tem sido atribuido a sua
capacidade particular para se adaptar ao ambidueesam encontrado nos macrofagos (Houdteal,
2006). Estudos recentes sugerem que 0s macréfagéhilas dendriticas desempenham um papel
complementar na reposta imune comfrebovis(Denis e Buddle, 2008).

As consequéncias da infec¢cdo micobacteriana depenme um lado, da viruléncia da estirpe
gue tem acesso ao hospedeiro e, por outro ladprageia resisténcia do hospedeiro a esta invasédo
(Pieters, 2001).

1.2.2.1. Entrada das micobactérias nos macrofagos

Uma vez no organismo hospedeiro, as micobactééaseficientemente fagocitadas pelos
macréfagos, que expressam, ao hivel da membraremddi@a, receptores que se ligam as
micobactérias e consequentemente medeiam a susd@mea célula. Pelo menas vitro, estdo
envolvidos na fagocitose das micobactérias pelosrdfegos receptores para 0 complemento,
receptores para a manose, receptscasengerreceptores Fc e receptores para proteinas samnfaest
pulmonares, entre outros (Pieters, 2001; Kodtedl, 2008) (figura 1.3), sendo o receptor para o
complemento de tipo 3 um dos principais receptem@glvidos na internalizacdo destes bacilos
(Schlesingeet al, 1990; Houbert al, 2006).In vivo, a importancia relativa destas interac¢des ainda
ndo estad estabelecida. Alguns destes receptore®RRs que reconhecem directamente padrbes
moleculares micobacterianos e medeiam um reconketimdito ndo opsénico. E o caso, por
exemplo, dos receptores para a manose, que reenledlanLAM presente na parece celular das
micobactérias patogénicas (Schlesingéral, 1994). Outros receptores, pelo contrario, ligam-
indirectamente as micobactérias, através de opssnmoléculas do proprio hospedeiro, que por sua
vez se encontram ligadas as bactérias - reconhetiropsonico. Sdo exemplos os receptores Fc, que

reconhecem bactérias ligadas a IgG, a opsoninge(gi2001).



O colesterol presente na membrana plasmatica dosfagos também desempenha um papel
essencial na entrada das micobactérias nas céhdagendo a internalizacdo destas bactérias em
dominios ricos em colesterol (Gatfield e Piete@9®.

Uma vez internalizadas pelos macréfagos, as mitélias ocupam o fagossoma (Pieters,
2001).

1.2.2.2. Sobrevivéncia das micobactérias patogénscano interior dos macrofagos —

inibicdo da fusdo do fagossoma com lisossomas

No processo normal de fagocitose, apds a inteatdiz de bactérias em fagossomas, ocorre a
fusdo dos mesmos com lisossomas e a consequemiEgfl de fagolisossomas, nos quais as bactérias
sdo eficientemente destruidas (Kirelt al, 2007). As micobactérias patogénicas, uma vez no
fagossoma e uma vez viaveis, conseguem impedirsaofo fagossoma com os lisossomas,
estabelecendo, deste modo, no interior dos ma@sfagn nicho no qual sdo capazes de sobreviver
intracelularmente (Houbeat al, 2006).

Uma das estratégias utilizadas pelas micobact@@dsgénicas para impedir a fusdo do
fagossoma com os lisossomas compreende a elimirdgdosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) dos
fagossomas (Sundaramurthy e Pieters, 2007). O BI3in lipido, sintetizado na membrana do
fagossoma, que se liga a proteinas que contém tnioRYVE, nomeadamente a proteina EEAL (do
inglés, Early Endosome Autoantiger), Inecesséria a maturacdo dos fagossomas (Wumhsar,
1999). As micobactérias patogénicas secretam aipeotSapM, uma fosfatidilinositol 3-fosfato
fosfatase que degrada o PI3P existente (SalehigdeB&000; Vergnet al, 2005). Para além disso, o
ManLAM é um anélogo do PI3P, que parece competin coPI3P pela ligacdo ao dominio FYVE
(Fratti et al,, 2003), ou alternativamente interferir com asasnde PI3P na membrana do fagossoma
(Chua e Deretic, 2004). Assim, as micobactériasggaticas previnem a ligacdo do PI3P a proteina
EEA1L, e portanto bloqueiam a maturacdo dos fagassolhma outra estratégia utilizada por estas
micobactérias envolve a proteina TACO (do inglégptophan-aspartate containing coat profedo
hospedeiro. Durante o processo de fagocitose pestaina é recrutada para a face citoplasmatica do
fagossoma, e normalmente é libertada antes deeoaifusdo do fagossoma com os lisossomas. As
micobactérias patogénicas sdo capazes de activameoiutar e reter a nivel da membrana do
fagossoma a proteina TACO e, deste modo, prevenataracdo dos fagossomas ao assegurar que a
proteina ndo é libertada (Ferraet al, 1999). Para além destas estratégias, as miéoiaect
patogénicas inibem ainda a fusdo do fagossoma sdimassomas ao secretarem para o fagossoma a
proteina cinase G (PknG, do ingl&ptein kinase (g capaz de inibir esta fusdo (Walburgeral,
2004).
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Ao bloquearem a formacgdo dos fagolisossomas, aebantérias evitam um conjunto de
mecanismos que operam nos lisossomas, nomeadam@atevariedade de enzimas hidroliticas,
prevenindo assim a sua degradacao, e consequetteapeesentacdo antigénica ao sistema imune do
hospedeiro (Sundaramurthy e Pieters, 2007).

Recentemente, van der Wel e colaboradores (vaiVetet al, 2007) obtiveram resultados
que constituem uma nova evidéncia de mecanismovagie imune ao fagolisossoma, nos quais
fagossomas com micobactérias patogénicas se famdioen lisossomas ocorrendo a consequente
formacdo de fagolisossomas, de onde as micobactéeatranslocaram progressivamente para o

citoplasma, e ai se replicaram.

1.2.2.3. Reconhecimento das micobactérias pelos T&R oll-like Receptors)

Enquanto alguns PRRs estdo envolvidos no procestmdcitose, outros estdo envolvidos no
reconhecimento dos organismos patogénicos enquagémismos “perigosos” que sdo. Entre estes
PRRs destacam-se os TLRs (do ingled)-like Receptors receptores transmembranares expressos
principalmente em células apresentadoras de amgécomo os macrofagos e células dendriticas
(Kawai e Akira, 2010).

Os PAMPs presentes na parede celular das micolaactativam preferencialmente o TLR2
e, em menor grau, o0 TLR4 (Quesniaetxal, 2004; Akiraet al, 2006). O TLR2 geralmente forma
heterodimeros com o TLR1 ou o TLR6, e estd envolvid reconhecimento de lipoproteinas
triaciladas ou diaciladas, respectivamente (Kawabkira, 2010). Os PAMPs micobacterianos
reconhecidos pelo TLR2 incluem a lipoproteina 1@%ki3sociada a parede celular das micobactérias
(Brightbill et al, 1999), bem como o LAM (Underhiéit al, 1999). O TLR4 reconhece um factor
micobacteriano sensivel ao calor, que ainda seng&mac@or definir (Korbelet al, 2008). As
micobactérias sdo ainda reconhecidas pelo TLR9, ayueontrario dos TLR2 e TLR4, que se
encontram na membrana plasmatica, se localiza xalente em vesiculas intracelulares, como os
fagossomas, onde reconhece motivos de DNA CpGrimuds ndo metilados (Kawai e Akira, 2010)
(figura 1.3).

O reconhecimento dos PAMPs micobacterianos peldesTiesulta na activacao de vias de
sinalizagdo, dependentes de MyD88 ou dependente3RIE, que culminam na activagdo e
translocacdo nuclear de NF-kB (Quesniatial, 2004, Kawai e Akira, 2010). NF-kB é um factor de
transcricdo envolvido na expressdo de diversossggue codificam para citocinas, nomeadamente
citocinas pro-inflamatérias (Kawai e Akira, 201@ggra 1.3). Para além dos TLRs, os NLRs (do
inglés, Nucleotide-binding and Oligomerisation Domain -liReceptorg particularmente o NOD1 e
NOD2, sdo também PRRs capazes de reconhecer PAMBRatterianos e iniciar respostas imunes

inatas proé-inflamatorias (Korbet al, 2008).
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Figura 1.3. Representacdo esquematica da entradecamhecimento das micobactérias pelos
macréfagosin vitro, sdo diversos os receptores que medeiam a fageaditas micobactérias, que
passam a ocupar o fagossoma. O reconhecimento M¥® Micobacterianos variados pelos TLRs
resulta na activacéo de vias de sinalizac@o, qoelexd@ar a activacdo da resposta imune contra as
micobactérias. Adaptado de van Cresfeal, 2002.

A activacdo do TLR2 pelos PAMPs micobacterianog@atambém constituir uma estratégia
utilizada pelas micobactérias para sobreviver naacréfagos, escapando a resposta imune,
nomeadamente através da inibicdo da expressédo eutas MHC Il, e portanto da apresentacdo
antigénica as células T CD@Nosset al, 2001; Pakt al, 2003; Pecorat al, 2009; Yoshidat al,
2009). A proteina ESAT-6 (do ingléBarly Secreted Antigenic Targé) de M. tuberculosisesta
também associada a uma menor resposta imune ioatape do hospedeiro por inibir a sinalizacéo
pelo TLR2; a interaccdo directa entre esta proteimareceptor transmembranar inibe a sinalizacao
que culmina na activacdo de NF-kB, necessérioigagéio de respostas imunes inatas (Pathal,

2007).

12



1.2.2.4. Secrecao de citocinas, estimulada pelo sabecimento das micobactérias pelos
TLRs

Em resposta ao reconhecimento das micobactérias JdlRs, os macréfagos e células
dendriticas produzem citocinas pro-inflamatériasneadamente IL-12 (Ladet al, 1997; Baficaet
al., 2005), IL-23 (Gerosat al, 2008), IL-18 (Schneidest al, 2010) e TNFe: (Valoneet al,, 1988;
Underhillet al, 1999), e citocinas anti-inflamato6rias como dllL{Jancet al, 2004).

As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas emd@tvna comunicacao célula a célula. Uma
vez secretadas, as citocinas ligam-se a receptspexificos presentes na membrana plasmatica das
células alvo, desencadeando vias de transducéioalecie vao alterar a expressdo génica na célula
alvo (Kindtet al, 2007).

A interleucina-12 (IL-12) é uma citocina diméricpe pode ser expressa como homodimero:
constituida por duas subunidades idénticas IL-12@0como heterodimero: com a subunidade
IL-12p35 (Trinchieri 1995; Coopeet al, 2011). A IL-12 desempenha um papel essencial na
protec¢do do hospedeiro contra a infec¢éo, na mexhid que estimula os linfocitog; € induz uma
resposta imune L, caracterizada pela producdo de interferdo géiaiy). Para além de estimular
os linfécitos T, a IL-12 estimula ainda as células NK (do ingatural Killer), células do sistema
imune inato, que também secretam W-[Frinchieri, 1995).

A interleucina-23 (IL-23) é outra citocina diméri@xpressa como heterodimero: constituida
pelas subunidades IL-12p40 e IL-23p19. IdénticaLd 2, a IL-23 também estd envolvida na
estimulacdo da producédo de INFpelas células 1 (Oppmanret al, 2000). Esta citocina é ainda
importante para a manutencdo dos linfécitg7T e portanto para a indugcdo de uma respqstd, T
caracterizada pela producdo da interleucina-171{IL{Harringtonet al, 2005; Khader e Cooper,
2008).

A interleucina-18 (IL-18) actua em sinergia comLalR na estimulacdo dos linfécitos; &
inducdo da resposta imungIl bem como na estimulacdo das células NK (Nakaeishl, 2001;
Schneideet al, 2010).

O factor de necrose tumoral TNF-a (do inglés,tumor necrosis factow), € extremamente
importante na defesa do organismo hospedeiro cantiafec¢do. Esta citocina € uma potente
activadora dos proprios macrofagos (Redji@l, 2010). O TNFe esta ainda envolvido na indugéo da
apoptose dos macrofagos em resposta a infeccadaniesiana (Keanet al, 1997), e desempenha
igualmente um papel fundamental na formacéo deutparas (Saunders e Britton, 2007).

A interleucina-10 (IL-10) esta envolvida na preM@mge uma reacgdo inflamatéria excessiva.
Esta citocina actua nos macréfagos, interferindm eosua capacidade de activar a respogfa T
(Mooreet al, 2001).
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Durante a infeccdo por parte del. bovis os macréfagos de bovino produzem
preferencialmente TNE; sendo também a producédo das citocinas IL-128lle-1L-10 influenciada
pela infeccéo (Hopet al, 2004; Denis e Buddle, 2008).

1.2.2.5.Cross-talk entre células do sistema imunitario — inicio da iemidade adquirida

Os macrofagos, as principais células envolvidasmmidade inata contra as micobactérias,
sdo também fundamentais para a iniciacdo da imd@iddquirida contra estas bactérias. Os dois tipos
de imunidade, inata e adquirida, cooperam de mammtolar a infec¢ao pdd. bovis(Aldwell et al,
2001).

As citocinas secretadas pelos macrofagos e céhldaslriticas, como consequéncia do
reconhecimento das micobactérias pelos TLRs datarmio desenvolvimento de uma resposta
imunitéria do tipo 1 e T417 (figura 1.4).

Kcé]ula

- NK
Macréfago /

Célula dendritica

TNF-a IL-12 e IL-18 Tl

. i 1 l

:\Q” 17 | neutrdfilo

IL-23 ‘.17 :
U IL-6 {T,17
g TGFB | k
=4 IL-1B QH

Figura 1.4. Representacdo esquematica de diversaadcdes entre células e moléculas do sistema

imunitério do hospedeiro, durante a infeccdo mictéréana.

A IL-12, em sinergia com a IL-18, estimula os licités T4 e induz uma respostayT,
caracterizada pela producéo de HENAs células NK também secretam IFNgpOs instrucéo destas
citocinas. O IFNy é responsavel pela activacdo dos macréfagos, euersam células efectoras

14



envolvidas na eliminagdo das micobactérias do asganhospedeiro (Korbelt al, 2008). O TNFe,
produzido pelos préprios macrofagos, é também utenp® activador destas células. Ambas as
citocinas, IFNy e TNFe, actuam em sinergia na activagdo dos macrofageliqrt al, 2010),
desempenhando um papel fundamental na defesa doigmg contra a infeccdo micobacteriana. A
IL-10 controla a respostayI, prevenindo assim uma inflamag&o excessiva (Mebid, 2001). A
IL-23 é importante para a manutencdo da respqgtd, Taracterizada pela producéo de IL-17. Esta é
uma citocina proé-inflamatoria, que induz a repdstane mediada por neutréfilos (Matsuzaki e
Umemura, 2007).

1.2.2.6. Macrofagos: células efectoras envolvidaa eliminacédo das micobactérias

Depois de serem activados, os macrofagos produztsrmediarios reactivos de oxigénio
(ROIs, do inglésReactive Oxygen Intermediatesintermediarios reactivos de azoto (RNIs, déésg
Reactive Nitrogen Intermediajes componentes da imunidade inata com uma potactigidade
antimicrobiana (Kindet al, 2007).

Os macrofagos utilizam o complexo NADPH oxidasespnte na membrana do fagossoma,
para formar ROIs. Este complexo assegura a prodig@adical anido superoxido {Qpno interior do
fagossoma, através da reducdo univalente do oxig€niQ~ pode sofrer dismutacdo espontanea e
formar peréxido de hidrogénio §8,), que por sua vez se pode combinar comce@ormar o radical
hidroxilo (HO) (Robinson, 2008; Flannagam al, 2009). Estes ROIs sdo extremamente toxicos, e
capazes de provocar danos graves nos componegtesdzs, como 0 DNA e proteinas (Flannagan
et al, 2009).

Apoés a infeccdo micobacteriana, nomeadamentéMpdrovis o IFN+ induz a expressao da
enzima citoplasmatica sintetase de Oxido nitricutivel (iNOS, do inglésinducible Nitric Oxide
Synthask nos macrofagos (Jordast al, 2008). Esta enzima (Widdisagt al, 2007) catalisa a
oxidacdo da L-arginina, com a formacédo de L-citiaule 6xido nitrico (NO, do ingléBlitric Oxide).

In vitro, os macréfagos de ratinho e de bovino, infectados M. bovise estimulados com IFIN-
mostram um aumento da producdo de NO (Flesch enéaurf, 1991; Carpentet al, 1998; Wedlock
et al, 1999; Denis e Buddle, 2008). O NO é um gas, spigpode difundir para o interior do
fagossoma, e reagir com radicais produzidos peldDRA oxidase, originando outros RNIs
(Flannagaret al, 2009). Estes intermediarios sédo também extremi@rtéxicos, podendo alterar o
DNA, lipidos e proteinas bacterianas (Claral, 2001; Flannagaat al, 2009). O NO € produzido
nos macréfagos na ordem dos pM (Wedletkl, 1999; Jordaet al, 2008).
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Alguns estudosin vitro tém mostrado que as estirpes Mle tuberculosisdiferem na
susceptibilidade aos ROIs (Manetal, 1999; Firmani e Riley, 2002; Newt@at al, 2006) e RNIs
(O'Brienet al, 1994; Rhoades e Orme, 1997; Firmani e Riley22@8dugmann e Firmani, 2005). J&

para estirpes dd. bovis estes estudos sdo pouco comuns.

1.2.2.7. Sobrevivéncia das micobactérias patogénscano interior dos macrofagos —

mecanismos de defesa contra ROIs e RNIs

Uma vez que os ROIs e RNIs tém uma potente actieidatimicrobiana, ndo é surpreendente
gue diversos microrganismos, nomeadamente as ncigolaes, tenham desenvolvido mecanismos

para se proteger destes intermediarios, favorecaisda sobrevivéncia na célula hospedeira.

M. tuberculosisexpressa uma catase-peroxidase, KatG, codificad&gtG, que degrada o
H.O,; bem como as superdxido dismutases, SodA e Sod@Gificadas porsodA e sodG
respectivamente, que catalisam a dismutacao,de® HO, e oxigénio (Kusunoset al, 1976; Wu
et al, 1998; Bartoset al, 2004). Estas enzimas neutralizam os ROIs, padeodferir protecgéo
contra o stress oxidativo gerado nos macréfagosentanto, diversos estudos revelam resultados
controversosM. bovisexpressa também a catase-peroxidase KatG (Batrts 2004) e superoxido
dismutases (Kangt al, 1998). No que diz respeito aos RNIs, Emtuberculosisfoi identificado o
genenoxR1 que confere proteccdo contra estes intermedi@Einget al, 1997). Diversos estudos em
M. tuberculosigém revelado outros genes, enzimas, e antioxigaute conferem proteccado contra 0s
ROIs e RNIs.
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1.3. Objectivos

A grande maioria das estirpesMgcobacterium bovigsoladas em Portugal nos dltimos anos,
a partir de bovinos e de outros hospedeiros ocaisiocomo javalis e veados, tém sido caracterizadas
por spoligotyping. Constatou-se que o spoligotig0R21 é nitidamente predominante, sendo
encontrado em diversos hospedeiros e em todagidesayeograficas onde existe tuberculose bovina
e que, pelo contrario, o spoligotipo SB1175, clamata distinto do spoligotipo SB0121, € raro, tendo
sido isolado uma Unica vez. Sera que a difereatpiéncia e disperséo destes perfis de spoligotyping
pode ser explicada pelo diferente sucesso, enqa@aiotes patogénicos, das estirpes pertencentes a

cada spoligotipo?

O presente trabalho teve como principal objectivestudo de uma estirpe representante do
spoligotipo SB0121 e da Unica estirpe do spoligotB1175. Neste contexto, definiram-se os

seguintes objectivos especificos:

v Optimizar os procedimentos experimentais utilizagasa estudar as estirpesMe bovis

guanto ao seu comportameirovitro em meio de cultura e em cultura de macrofagos;

v’ Caracterizar o crescimento em meio de cultura;

v’ Determinar a resisténcia / susceptibilidade a RAR®NIs;

v' Avaliar o crescimento intracelular em macréfagos;

v Avaliar a producao de citocinas pelos macréfagfectados com cada uma das estirpes.

De um modo geral, estes estudos sao frequenteegtinzes déycobacterium tuberculosis
dada a grande importancia desta bactéria em madicimana; o conhecimento da interaccéo entre a
micobactéria e o hospedeiro é fundamental parantrato efectivo da tuberculose. No entanto, para
M. bovis e apesar da tuberculose bovina ter um grandecte@dcio-econémico e constituir uma
preocupacgédo para a saude publica, estes estudpsséo frequentes. Neste sentido, com o presente

trabalho pretende-se simultaneamente contribua paonhecimento deste agente patogénico e da sua

interac¢do com a célula hospedeira.
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2. Materiais e Métodos

O trabalho descrito foi realizado no LaboratérioBicteriologia, da Unidade de Sanidade
Animal do Laboratério Nacional de Investigacdo Vietria (INRB, I.P. - LNIV) (secgbes 2.2 a 2.4),
e no Departamento de Microbiologia e Infeccdo,mtituto de Investigacdo em Ciéncias da Vida e da
Saude (ICVS) da Escola de Ciéncias da Saude datdidade do Minho (secc¢éo 2.5).

2.1. Estirpes deMycobacterium bovis estudadas

Procedeu-se ao estudo de duas estirpes viruleatddycbbacterium bovigla coleccdo de
estirpes de micobactérias do LNIV (LNIV 11428/0@3HLNIV 7407/000/04). Estas duas estirpes ja
se encontravam tipificadas por spoligotyping, tesim escolhida a estirpe LNIV 11428/003/05 por
possuir o perfil SB0121, de elevada prevalénciangla distribuicdo geografica em Portugal, e
encontrado ndo s6 em bovinos mas também em anselaesgens; e a estirpe LNIV 7407/000/04 por
possuir o perfil SB1175, claramente distinto ddip8B0121 (tabela 2.1), e isolado exclusivamente e
uma unica vez em Portugal, a partir de um bovinobas as estirpes foram isoladas de bovinos da
regido do Alentejo. Estudou-se ainda uma estirperédorial de referénciadylycobacterium bovis
BCG Pasteur, da coleccao de micobactérias do Tuukbstitute (gentilmente cedida pelo ICV8).

bovisBCG tem sido, e continua a ser, utilizado na &g contra a tuberculose humana.

Tabela 2.1. Perfil de spoligotyping SB0121 e SB110% quadrados negros representam a presenca e
0s quadrados brancos a auséncia de cada uma daguBhcias espacadoras. Adaptado de Dagarte
al., 2008.

SB0121 I DN DN DN 11

SB1175 | EEE  EEEESNEEEEEENEEE N EEEES

2.2. Condicdes de crescimento e preparacao de aloqas de trabalho

As estirpes déM. bovisdo LNIV foram inoculadas em meio liquido Middlebko7H9 (BD
Difco™) suplementado com 10% de OADC (solucdo com adeioa albumina bovina, dextrose e
catalase) (BD BBI"), 0,2% de glicerol (BD Difct") e 0,05% de Tween80 (Sigma) (adiante

designado por meio Middlebrook 7H9 suplementadaycabadas a 37°C, até a fase exponencial de
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crescimento. A partir destas culturas em meio diguefectuaram-se diluicbes seriadas de base 10, em
NaCl 0,85% Tween80 0,05%, que foram inoculadas eio sblido Middlebrook 7H10 (BD Difcd)
suplementado com 10% de OADC (BD B®. e 0,5% de glicerol (BD Difcd") (adiante designado
por meio Middlebrook 7H10 suplementado). As pldcaam seladas e incubadas a 37°C durante trés
semanas. Para cada estirpe, transferiu-se uma ixoléolada para meio Middlebrook 7H9
suplementado, e incubou-se 37°C, até a fase expahel® crescimento. Prepararam-se multiplas
aliguotas, que foram guardadas a -80°C. Para dewrno numero aproximado de unidades
formadoras de colénias por mL (CFU/mL, do ing&slony Formation Unit /mL) das aliquotas,
descongelaram-se trés aliquotas por estirpe, efectyse diluicbes seriadas de base 10, em NacCl
0,85% Tween80 0,05%, que foram inoculadas em nm#idosMiddlebrook 7H10 suplementado. As
placas foram seladas e incubadas a 37°C duraateeinéanas, até a contagem do numero de CFUs, a
lupa.

A estirpeM. bovisBCG Pasteur foi adquirida preservada em glicemol aliquotas a -80°C, ja
quantificadas (CFU/mL).

2.3. Tipificagdo molecular
2.3.1. Extraccdo de DNA

A extraccdo de DNA foi realizada, por fervura, atipade culturas em meio liquido
Middlebrook 7H9 suplementado. Resumidamente, dagbu-se 500 pL de cultura a 3500 rpm
durante 5 min e ressuspendeu-glbetem 50 a 100 pL de tampao TE, de acordo com a gioeto
mesmo. Incubou-se a @, em banho de agua, durante 45min, e centrifugoa-3500 rpm durante
1 min. Recolheu-se o sobrenadante, que foi guarala@@C até ser utilizado.
2.3.2. MIRU-VNTR

Para a tipificacdo molecular por MIRU-VNTR, proceds a amplificacdo, por PCR, de oito

loci MIRU-VNTR seleccionados (Duarit al, 2010): VNTR 3232, ETR-A, ETR-B, ETR-C, QUB
11a, QUB 11b, MIRU 4 e MIRU 26, com os parepdeersdescritos na tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Sequéncias dpsamers utilizados para amplificacdo, por PCR, dos ddoi MIRU-
-VNTR: VNTR 3232, ETR-A, ETR-B, ETR-C, QUB 11a, QUBb, MIRU 4 e MIRU 26.

Locus Primerg5’- 3’) Referéncias
3232F - CGG CGA TGG TGC CGC CAT G
VNTR 3232 Duarteet al, 2010
3232R - CTT GGT GAA GGC CCC GAT G
ETRA ETRaF - AAA TCG GTC CCA TCA CCT TCT TAT
ETRaR - CGA AGC CTG GGG TGC CCG CGA TTT Frothingham e
Meeker-O’Connell,
ETR.B ETRbF - GCG AAC ACC AGG ACA GCATCA TG 1998
ETRDbR - GGC ATG CCG GTG ATC GAG TGG
ETR.C ETRCF - CGA GAG TGG CAG TGG CGG TTATCT | van Deutekoret al,
ETRcR - AAT GAC TTG AAC GCG CAAATT GTG A 2005
QUB 11 11aF - CCC ATC CCG CTT AGC ACA TTC GTA
a
11aR - TTC AGG GGG GAT CCG GGA
Skuceet al, 2002
QUE 11b 11bF - CGT AAG GGG GAT GCG GGA AAT AGG
11bR - CGA AGT GAA TGG TGG CAT
MIRU 4 4F - GCG CGA GAG CCC GAACTG C
4R - GCG CAG CAG AAA CGT CAG C
Supplyet al, 2001
MIRU 26 26F - TAG GTC TAC CGT CGAAAT CTGTGA C
26R - CAT AGG CGA CCA GGC GAA TAG

Num volume final de 25 pL, prepararam-se as mistdereacgdo para cada um tsis
com: tampao ddag DNA polimerase 1x (Promega), MgQlPromega) em concentragdo variavel,
100 puM de dNTPs (Promega), 0,4 pM de cada umpdaosers (Invitrogen), 0,5 U de enzim&éaq
DNA polimerase (Promega) e 2,5 pL da solucdo de DIN&ida 1/10 em tampéo TE. Paralosi
MIRU 4 e MIRU 26 a concentracdo de MgQitilizada foi de 3 mM, e paras os restantes foi de
1,5 mM. Incluiu-se um controlo positivo (DNA da igs¢ de referéncidM. tuberculosisH37Ra
(ATTC 25177)) e um controlo negativo (dgua bidadtil estéril). A reaccdo de amplificacdo foi
efectuada num termociclador Mastercycler ep gradie(Eppendorf), nas seguintes condicbes: 40
ciclos de desnaturacdo a°@4durante 1 min, hibridacdo a®®durante 1 min e extensdo a°G2
durante 1,5 min, precedidos de um periodo de 15mitesnaturacéo inicial a°@®4 e seguidos de um
periodo de 10 min de extensdo final &7.2

O resultado do PCR foi avaliado por electroforesegel de agarose (Lonza) 3%, a 120 V
durante 3 a 5 horas, utilizando o marcador de pesssculares HyperLadd@t IV (Bioline). O
numero de repetices elandempresente em cadacusfoi determinado tendo por base a tabela em

anexo (Anexo I), que relaciona o peso molecular ghoslutos de amplificagdo com o numero de
repeticoes.
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2.4. Caracterizagdo fenotipica: estudos de crescinte

2.4.1. Curva de crescimento

Para a determinacdo da curva de crescimento, fgnaparados, a partir de aliquotas
guardadas a -8Q, pré-inéculos em meio Middlebrook 7H9 suplemeotathda uma das estirpes foi
inoculada, a partir de um pré-indculo em fase egpoial de crescimento, em novo meio Middlebrook
7H9 suplementado. As culturas foram incubadas °&€,3d@urante um periodo aproximado de duas
semanas. Diariamente, efectuou-se a leitura espetctmétrica da densidade Optide=§00nm) da
cultura, num espectrofotometro Shimadzu modelo QU3] e procedeu-se a determinacao do nimero
aproximado de CFU/mL na cultura: efectuaram-seigiiks seriadas de base 10, em NaCl 0,85%
Tween80 0,05%, que foram inoculadas em meio soMiddlebrook 7H10 suplementado, ou
Middlebrook 7H11 suplementado no casoMlebovisBCG. As placas foram seladas e incubadas a
37°C durante trés semanas, até a contagem do n@®eZ&Us, a lupa. Para cada uma das estirpes,

foram realizadas, no minimo, trés experiénciasgaddentes.

2.4.2. Resisténcia a intermediarios reactivos deigg€nio e de azoto

Na determinacdo da resisténcia a intermediariostivea de oxigénio e de azoto, foram
igualmente preparados, a partir de aliquotas gdasda -88C, pré-indculos em meio Middlebrook
7H9 suplementado. Tendo por base a relacdo obsemas curvas de crescimento anteriormente
determinadas, entre a densidade 6pfis®@0nm) e o niumero de CFUs, para cada uma dapesstir
inocularam-se aproximadamente 3 »® TFU/mL em 1 mL de meio liquido 7H9 sem catalase,
contendo diferentes concentracdes de.Ho, 1, 2, 4 e 8 mM) (Merck) e NaN@H = 5,4 (0, 1,5, 4,

8, 12, 16 e 32 mM) (Merck). As culturas foram inadas a 37°C durante 24h. Ao fim deste tempo,
efectuaram-se diluicbes seriadas de base 10, erh(\Ng&2% Tween80 0,05%, que foram inoculadas
em meio soélido Middlebrook 7H10 suplementado, oddibrook 7H11 suplementado no casdvile

bovis BCG. As placas foram seladas e incubadas a 37P&ht#utrés semanas, até a contagem do
namero de CFUs, a lupa. Para cada uma das estigaizou-se um minimo de trés experiéncias

independentes.
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2.5. Interacg@o micobactéria - macréfagan vitro

2.5.1. Preparacéo de culturas de macrofagos derivad da medula 6ssea de ratinho

Para a extraccdo de células hematopoiéticas dalangeuatinho foram sacrificados ratinhos
C57BL/6 wild-type fémeas de aproximadamente 14 semanas, obtidasiado Laboratério Charles
River (Barcelona, Espanha). Apds sacrificar osihats por asfixia com CQremoveu-se o fémur e a
tibia de ambos os membros posteriores. Cortaraas-geias extremidades de cada 0sso, e efectuou-se
o flushda medula éssea com meio DMEM (do ingl@glbecco’s Modified Eagle’s MedigniGibco,
Invitrogen) suplementado com 1% piruvato de so@ib¢o, Invitrogen), 1% tampéo HEPES (Gibco,
Invitrogen), 1% glutamina (Gibco, Invitrogen) e 1@®BS (do inglésFetal Bovine Serun(Gibco,
Invitrogen) (adiante designado por meio cDMEM).usgenséo celular foi passada através dealim
strainer, e de seguida centrifugada a 1200 rpm duranten6é @pellet foi ressuspendido em meio
cDMEM, e a suspenséao celular incubada, em pladzette a 37°C com 5% CQdurante 4h. Ao fim
deste tempo, recolheram-se apenas as células afentas. Esta suspensao celular foi centrifugada a
1200 rpm durante 6 min, epellet ressuspendido em meio cDMEM. O numero de céluttaidas
foi determinado por contagem em camara de Neubatiierzando o corant@rypan blue

Em placas de 24 pocos Nucleon delta surface pkesc), plaquearam-se 0,5 x °10
células/mL por poco, em meio cDMEM suplementado d@% LCCM (do inglés, L-92€ell line
Condition Mediuy num volume final de 1mL. As placas foram incudmd 37°C com 5% GUdia
0). Ao dia 4, adicionou-se 0,1 mL de LCCM a cadagy@ ao dia 7, substituiu-se 0 meio por novo
meio cDMEM suplementado com 10% LCCM. No dia 1@cpdeu-se a infec¢cdo dos macroéfagos.

Quando se pretendeu fixar as células para postesloracdo, colocou-se uma lamela no

fundo de cada poco, antes de se plaquearem asl®Eé&lulas/mL.

2.5.2. Infeccdo de macrofagos

Depois de se removerem as células ndo aderentagjyelquer uma das estirpes, efectuou-se
a infecgdo dos macréfagos segundo uma multiplieidied2 micobactérias por macréfago (2:1), num
volume final de 200pL; e incubou-se a 37°C com 9% durante 4 horas. Ao fim deste tempo, cada
poco foi lavado trés vezes com meio DMEM e umanatvez com meio cDMEM suplementado com
10% LCCM, e depois usado para observacdo micraszdpis bacilos ou quantificacdo da carga
bacteriana ao dia 0, ou novamente incubado a 3@ 5% CQ para posterior observacao

microscopica dos bacilos ou quantificacdo da chegéeriana (aos dias 2, 4 e 7).
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2.5.3. Observacdo microscopica da presenca intraokdr das micobactérias nos

macrofagos

Aos dias 0, 2 e 4 apos a infeccéo, retirou-se @ mkeicada poco, e fixaram-se as células com
paraformaldeido 2%, durante 20 min. Apés trés lamagucessivas com PBS, as placas foram seladas
e guardadas £@, até serem utilizadas.

As lamelas foram coradas com o corante Ziehl-Naelderante 20 min, e lavadas com uma
solucdo de alcool-acido. A contracoloracédo parardfiagos foi efectuada com a solucédo azukido
Hemacolor® (Merck), as lamelas foram mergulhadasanante 6 vezes.

As imagens foram obtidas num microscopio AxioplarCarl Zeiss, Inc., e registadas com

uma camara digital (AxioCam, Carl Zeiss, Inc.).

2.5.4. Avaliacéo do crescimento intracelular das roobactérias pelo método de contagem

do nimero de CFUs

Aos dias 0, 2 e 4 apds a infeccdo, as células fdisadas com 10 pL/mL de saponina
(Sigma), durante 10 min. Depois de homogeneizaddssados, realizaram-se diluicdes seriadas de
base 10, em PBS, que foram inoculadas em meioosdlidldlebrook 7H10 suplementado, ou
Middlebrook 7H11 suplementado no casoMlebovisBCG. As placas foram seladas e incubadas a
37°C durante 3 semanas, até a contagem do nimé&eUe a lupa.

Para cada uma das estirpes, realizaram-se trésiémn@as independentes, e em cada uma,

pelo menos, cinco determinag¢des do nimero de CFU/mL

2.5.5. Avaliagdo do conteudo em citocinas por ELISAEnzyme-Linked |mmunosorbent

Assay)

As 6 e as 24 horas ap0s a infeccdo dos macrofepmheram-se os sobrenadantes da cultura
celular. Estes sobrenadantes foram filtrados edaadas a -80°C, até serem analisados por ELISA,
para determinacdo da concentracdo de &MHL-10. Para o efeito, utilizaram-se kits Mouse TNF
alpha ELISA Ready-SET-Go® (eBioscience) e Mousd0LELISA Ready-SET-Go® (eBioscience),
tendo sido o procedimento efectuado segundo iriruglo fabricante. O ensaio foi realizado em
placas de 96 pogos F96 Maxisorp (Nunc), e a leitlas absorvancias foi efectuada no leitor de

microplacas BioRad modelo 680. Os resultados foearalisados com o programa Microplate
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manager 5.2.1 (BioRad). Como controlo, analisararrasbém sobrenadantes de culturas celulares de
macrofagos néo infectados.
Para cada uma das condi¢des, realizaram-se tréséngas independentes, e em cada uma,

trés determinacgfes da concentracdo das citocinas.

2.6. Tratamento de resultados e analise estatistica

Os resultados obtidos na tipificacdo molecular PORU-VNTR sdo apresentados como
perfis alélicos: sequéncia de nimeros, em que ackero corresponde ao nimero de repeticbes em
tandempresente num determinatbwus

A resisténcia aos intermediarios reactivos de oX@é de azoto encontra-se expressa como
percentagem de sobrevivéncia, calculada por com@areom as culturas que ndo foram expostas ao

H.O, ou NaNQ, respectivamente (sobrevivéncia de 100%).

Os gréaficos apresentados na secgdo 3 (Resultadosceissdo), foram desenhados no
GraphPad 5. Os resultados sao apresentados coniasndédvalores, e respectivo desvio padréo. Na
analise estatistica foi utilizado o teste de Student tendo sido as médias consideradas

significativamente diferentes para p<0,05.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Tipificacdo molecular por MIRU-VNTR

A tipificacdo molecular dos isolados #& bovistem-se revelado importante no estudo da
epidemiologia da tuberculose bovina, por permitudar a transmissdo da doenca entre 0os bovinos e
compreender o papel desempenhado por outros hasEeda manutencdo da doenca (Detrral,
2000; Milian-Suazeet al, 2008). Por possibilitarem uma tipificacdo maisnpenorizada que a que
seria obtida apenas por spoligotyping, as técrieaspoligotyping e MIRU-VNTR sao utilizadas em

conjunto.

No presente trabalho, as estirpes virulentasMdebovis LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04, previamente caracterizadas por spgpgwy, foram tipificadas por MIRU-VNTR. Na
figura 3.1 esta apresentada, como exemplificaivelectroforese em gel de agarose dos produtos de
amplificacéo por PCR de um dieeusMIRU-VNTR estudados.

1 2 C®H ¢y MM

600 pb
500 pb

400 pb

300pb

Figura 3.1. Electroforese em gel de agarose datufwe de amplificagdo por PCR dausMIRU 26.
1: M. bovis LNIV 7407/000/04, 2:M. bovis LNIV 11428/003/05, C(+): controlo positivo M.
tuberculosisH37Ra (ATTC 25177), C(-): controlo negativo - adpidestilada estéril, MM: marcador

de pesos moleculares HyperLad¥felv (Bioline).
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Com o conhecimento do peso molecular dos prodwgagntplificacdo por PCR de cada um
dos locus e tendo por base a tabgleesente em anexo (Anexo 1), determinou-se o nurdero

repeticdes ertandempresente nos oitoci estudados (tabela 3.1).

Tabela 3.1. Perfis alélicos obtidos para as estitpélV 11428/003/05 e LNIV 7407/000/04, pelo
método de MIRU-VNTR. (Nota: os perfis alélicos estiescritos segundo a seguinte ordenhode
VNTR 3232, ETR-A, ETR-B, ETR-C, QUB 11a, QUB 11b|RWU 4 e MIRU 26.)

Estirpe Spoligotipo Perfil alélico
LNIV 11428/003/05 SB0121 5 7 5 4 12 4 3 5
LNIV 7407/000/04 SB1175 5 3 5 4 11 2 4 a

As duas estirpes apresentam o mesmo numero déctepeemandempara alguns dokci
(VNTR 3232, ETR-B e ETR-C), mas possuem perfisaiéldistintos.

Os isolados portugueses t& bovis com o perfil de spoligotyping SB0121, quando séo
tipificados por MIRU-VNTR, revelam-se particularnterhneterogéneos, ndo existindo nenhum perfil
alélico que seja consideravelmente predominanteeg por isso, represente melhor o spoligotipo
(Duarteet al, 2010). O perfil alélico determinado para a pstitNIV 11428/003/05 ainda néo tinha
sido anteriormente descrito, para o spoligotipo BB0 ou outro, constituindo deste modo um perfil
adicional que contribui para a heterogeneidadepdbgetipo SB0121.

O perfil de spoligotyping SB1175 foi encontrado Portugal uma Unica vez (Duare al,
2008; Matoset al, 2010), pelo que, o perfil alélico determinadoapa estirpe LNIV 7407/000/04 é
representativo deste spoligotipo. Uma vez que tamdnéda nédo tinha sido descrito noutros isolados
de M. bovisportugueses (Duartg al, 2010; Matos, 2009), o perfil alélico determinadmualmente

caracteristico do spoligotipo.
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3.2. Caracterizagao fenotipica: estudos de crescinte

As estirpes LNIV 11428/003/05 (SB0121) e LNIV 74100/04 (SB1175), bem como a
estirpe de referéncil. bovis BCG Pasteur, foram caracterizadas pela determindeacurva de
crescimento e da resisténcia a intermediarios iveacde oxigénio e de azoto, em meio liquido
Middlebrook 7H9.

3.2.1. Curva de crescimento

O crescimento de uma populacdo microbiana podec®mnpanhado através da avaliagéo,
indirecta ou directa, do numero de células em rylta posteriormente representado num gréfico,
designado por curva de crescimento, que apresezgtinaativa do nimero de células em cultura em
fungéo do tempo.

A curva de crescimento das estirpds bovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04, foi determinada pela medicdo indireatiirecta do crescimento micobacteriano: através
da leitura da densidade Optiéa=600nm) (figura 3.2), e da determinacdo do nimer€EUs (figura
3.3), respectivamente. As culturas em meio liguididdlebrook 7H9, mantidas a 37, foram

estudadas diariamente, durante aproximadameniaahss.
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M. bovis BCG Pasteur
- LNIV 11428/003/05
-o- LNIV 7407/000/04
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L]
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Figura 3.2. Curva de crescimento das estiiedovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04, determinada pela medicdo diaria, deraproximadamente 2 semanas, da densidade
Optica £=600nm) das culturas em meio Middlebrook 7H9 supleado. Os resultados apresentados
dizem respeito a média de um minimo de 3 expedérindependentes para cada estirpe; as barras de

erro representam o desvio padrao.
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Na figura 3.2, observa-se que as curvas de crestmnaas estirpedl. bovisBCG Pasteur e
LNIV 7407/000/04 apresentam apenas as feges exponencial de crescimento, enquanto a curva da
estirpe LNIV 11428/003/05 mostra também o iniciofase estacionaria. A fatsy demora cerca de
dois dias para as estirpés bovis BCG Pasteur e LNIV 11428/003/05, ja para a estlpdV
7407/000/04 prolonga-se até aproximadamente ad,dagerindo que esta Ultima estirpe teve mais
dificuldade em se adaptar as condicfes de crestwmen

A taxa de crescimento de cada uma das estirpesafcillada, através da determinacdo do
declive da recta que acompanha a fase exponereiategcimento. Para a estirpe bovis BCG
Pasteur o declive foi calculado entre os dias 8,dara a estirpe LNIV 11428/003/05 entre os dias 3
8, e para a estirpe LNIV 7407/000/04 entre os @iaslO, por serem os intervalos de tempo nos quais
se observa que o crescimento microbiano evoluindenado constante ao longo do tempo. A estirpe
que apresenta a maior taxa de crescimento € a [L28/003/05, com um valor 1,3 vezes superior
ao observado para a estirpe LNIV 7407/000/04, ev@z&s superior ao observado para a eshitpe
bovisBCG Pasteur. A estirpe LNIV 7407/000/04 tem umatde crescimento 1,7 vezes maior que a
da estirpeM. bovisBCG Pasteur, que apresenta a menor taxa de cezgoinf\ partir dos valores das
taxas de crescimento, foi também calculado o tedepgeracdo de cada uma das estirpes. A estirpe
LNIV 11428/003/05 duplicou o numero de células amtura em aproximadamente dois dias e a
estirpe LNIV 7407/000/04 em aproximadamente tr@s,dénquanto a estirpé. bovisBCG Pasteur
cresceu mais lentamente, demorando cerca de cias@adluplicar o nimero de células em cultura.
Estes valores sugerem que as duas estirpes vaslémMiV 11428/003/05 e LNIV 7407/000/04
apresentam alguma vantagem fisiolégica, comparagwee aM. bovis BCG Pasteur, que lhes
permite, nas mesmas condi¢gbes experimentais, creseés rapidamente em meio liquido
Middlebrook 7H9.

A estirpe LNIV 11428/003/05 aparenta entrar em fastcionaria por volta do dia 10, e
embora para a estirpe LNIV 7407/000/04 a fase iestaga ndo seja visivel na curva de crescimento
determinada, a diminuicdo do declive entre o diael23 sugere a aproximacdo desta fase. A
densidade Opticah£600nm) maxima atingida pelas culturas das difeemistirpes, no periodo de

tempo estudado, foi idéntica, e proxima de 1,8.
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Figura 3.3. Curva de crescimento das estie®ovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV

7407/000/04, estabelecida pela determinacéo dduiante aproximadamente 2 semanas, do nimero
de CFU/mL nas culturas em meio Middlebrook 7H9 empantado. Os resultados apresentados dizem
respeito a média de um minimo de 3 experiénciaapidentes para cada estirpe; as barras de erro

representam o desvio padréo.

Na figura 3.3, observa-se que apenas a curva deimrento da estirpe LNIV 7407/000/04
apresenta faskg. Esta fase é pouco longa, demorando aproximadana®i$ dias. As curvas das
estirpesM. bovisBCG Pasteur e LNIV 11428/003/05 iniciam-se na fagaonencial de crescimento.

A duracdo da fastag de uma curva de crescimento é varidvel, dependeratoeadamente, das
caracteristicas do inoculo e das condi¢des deinresto. Neste estudo, para cada uma das estirpes, o
in6culo foi retirado de uma cultura em fase expora@nde crescimento, transferido para meio de
cultura idéntico, e mantido nas mesmas condicoesageEimento que o pré-indculo. Deste modo, era
de esperar que as micobactérias em cultura ja gagassem aptas a crescer naquelas condicoes,
nomeadamente a sintetizar as proteinas necesaadaglicacdo celular, 0 que esta de acordo com
uma fasdag curta, ou mesmo ausente. Na determinacdo da dereeescimento, a densidade éptica
das culturas ao dia O foi ligeiramente diferentea@es trés estirpes (R§hmM. bovisBCG Pasteur =
0,010; DQoonm LNIV 11428/003/05 = 0,013; Débhnm LNIV 7407/000/04 = 0,007). Por serem valores
muito préximos (DGonm aproximada de 0,01), esta diferenca ndo foi cenastth relevante. No
entanto, verifica-se que se traduziu numa difereagsideravel no numero de CFU/mL. O facto de,
ao dia 0, o numero de CFU/mL para a estirpe LNIQ77@00/04 ter sido inferior, pode explicar a fase
lag que se observa na curva de crescimento desfpeg®igue se encontra ausente para as outras duas
estirpes. Assim, de forma a mais facilmente se mpodenparar o comportamento das diferentes
estirpes, procurou-se normalizar o nimero de CFUdmlinicio da experiéncia. Verificou-se que na

curva de crescimento da estirpe LNIV 7407/000/84 @ dia 2 € que o nimero de CFU/mL na cultura
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se aproxima do encontrado ao dia O nas curvas stapes M. bovis BCG Pasteur e LNIV
11428/003/05. Como tal, redesenhou-se o gréficdiglaa 3.3, tendo sido todos os valores de
CFU/mL, para a estirpe LNIV 7407/000/04, antecigadois dias (figura 3.4).
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Figura 3.4. Curva de crescimento das estiiedovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04, desenhada a partir do grafico aprademta figura 3.3, com os valores de CFU/mL para
a estirpe LNIV 7407/000/04 antecipados dois dias.

Tendo em conta as figuras 3.3 e 3.4, estirpes paseatemente se comportavam de forma
distinta, afinal comportam-se de forma idénticaguoe diz respeito a evolugcdo do numero de CFU/mL
em meio de cultura, com o decorrer do tempo. A tixarescimento de cada uma das estirpes foi
determinada, como anteriormente. A estixhebovisBCG Pasteur € a que apresenta a maior taxa de
crescimento, 1,5 vezes superior a da estirpe LNI¥28/003/05 e 1,4 vezes superior a da estirpe
LNIV 7407/000/04. A estirpd. bovisBCG Pasteur, que pela leitura da densidade ofitk@00nm)
aparentava ter um crescimento mais lento do quesadtras duas estirpes, revelou-se em termos do
namero de CFU/mL, a estirpe com o crescimento nagislo.

Na figura 3.3 pode ainda observar-se que, pareéasstirpes estudadas, as culturas entram
em fase estacionaria aproximadamente uma semaraapitio da fase exponencial de crescimento.
Nesta fase, o numero de CFU/mL mantém-se constmteye notar-se que é proximo para qualquer
uma das estirpes, permanecendo na ordem de graddezH) CFU/mL de cultura. Nas curvas de
crescimento determinadas néo é visivel a fase adentom o intuito de eventualmente se observar
esta fase, as culturas devem ser acompanhadasrppetiodo de tempo mais longo, através da

determinag&o dos CFU/mL.
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A pequena diferenca de densidade 6ptics6Q0Onm) das culturas das diferentes estirpes no
inicio da experiéncia, que como ja foi mencionasoreflectiu num namero de CFU/mL ao dia 0
inferior para a estirpe LNIV 7407/000/04, pode témbconstituir uma justificacdo para o facto de a
curva de crescimento desta estirpe, apresentadigura 3.2, mostrar, comparativamente as outras
duas estirpes, uma fak®y mais demorada. Assim, a semelhanca do que foi feita o grafico da
figura 3.3, redesenhou-se o gréfico da figurat@rdo-se também antecipado em dois dias o valor da
densidade Optica£600nm) para a estirpe LNIV 7407/000/04 (figura).3.5
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Figura 3.5. Curva de crescimento das estiiedovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04, desenhada a partir do grafico apradenta figura 3.2, com os valores de densidade
Optica (=600nm) para a estirpe LNIV 7407/000/04 antecipatios dias.

Na figura 3.5, observa-se que a partir do diadyrante a fase exponencial de crescimento, as
trés estirpes apresentam um comportamento distitaque diz respeito a evolucdo da densidade
Optica, com o decorrer do tempo. Como j& foi relfiera estirpe LNIV 11428/003/05 é a que apresenta
um crescimento mais rapido, seguindo-se a estiNl¥ [7407/000/04 e, por fim, com o crescimento
mais lento, a estirp®l. bovisBCG Pasteur. Pelo contrério, na figura 3.4, étiapedv. bovisBCG
Pasteur que apresenta o0 crescimento mais rapido, a0 outras duas estirpes a crescer mais
lentamente. Uma possivel justificacdo para estxatifa observada nos dois tipos de abordagem € a
eventual secrecdo de macromoléculas, ou a maimaf@o de agregados celulares em meio de cultura
liquido, por parte das estirpes LNIV 11428/003/Q5\&V 7407/000/04, mas principalmente por parte
da estirpe LNIV 11428/003/05, que apresenta a thxarescimento (Dfhn) mais elevada. As
macromoléculas no meio extracelular, bem como osgagos celulares, dispersam mais o feixe de

luz incidente, e portanto ha uma menor transmidsdoiz através da suspenséo celular, que se traduz
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num aumento do valor de densidade Optica. Parare@rfa maior formagéo de agregados celulares,

as culturas devem ser observadas por microscopia.

O facto de as duas metodologias utilizadas paraterrdinacdo das curvas de crescimento
terem originado resultados que néo sdo concordaefesca a ideia de que na analise dos resultados
obtidos é muito importante ter em consideracdo qumaétodo utilizado e quais as suas caracteristicas
que podem influenciar, e de que modo, os resultados

A medicao indirecta do crescimento microbiano &tsada leitura espectrofotométrica da
densidade Optica das culturas tem a vantagem dmaerrapida, comparativamente a determinacao
do nimero de CFU/mL em cultura que, para as mi¢ékias em estudo, exige que se aguardem trés
semanas até a contagem das coldnias. No entareseata a desvantagem de nao permitir a distincédo
entre células viaveis e nao viaveis, podendo ar, idar uma informacdo menos rigorosa do niumero
de células capazes de se dividir em cultura. Réna @disto, a medicdo da densidade dptica apreaenta
desvantagem de ser afectada por diversas condigfesalteram a transmissdo da luz incidente,
nomeadamente a formacdo de estruturas como ageegpddendo dar informacdo sobre um
crescimento apenas aparente. A medi¢cdo directa rdecimento micobacteriano através da
determinag&o do numero de CFU/mL em cultura temsaahtagem, como ja foi referido, de ser mais
demorada; contudo, permite avaliar as células is&m cultura, i.e., as células que tém a capaeidad
de se dividir, e portanto contribuir para o cressio da populacdo microbiana. O facto de mais de
uma célula poder dar origem a apenas uma unidas@adora de coldnias, contribuindo assim para a
subestimacdo do numero de células em cultura, éproblema associado a esta metodologia,
particularmente no caso das micobactérias quedde¥inatureza hidrofébica da sua parede, tém
tendéncia para formar agregados celulares em igeiidld. Com o intuito de minimizar a formacéo de
agregados celulares foi adicionado detergente (i8@eao meio de cultura liquido, bem como a
solucdo em que foram feitas as diluicbes seriabader-se-ia também ter passado o pré-inéculo
através de uma agulha em seringa, no entanto,saqoente eventual formacao de aerossadis tornaria a
manipulacdo destes microrganismos patogénicos andgsada. As coldnias que foram observadas a
lupa ndo apresentaram grande heterogeneidade esmhtamao sugerindo a partida a presenca de
agregados quando as bactérias foram inoculadasetonsidlido, pelo menos com um namero variado

de células.

Independentemente do método utilizado, as curvasedeimento determinadas mostram que
as diferentes estirpes dd. bovis estudadas crescem de modo distinto em meio derault
Middlebrook 7H9. Este é ainda um estudo prelimirmpre deve ser complementado, com vista a

compreender e justificar os comportamentos obsesvpdra as diferentes estirpes.
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3.2.2. Resisténcia a intermediarios reactivos deigénio (ROIs) e de azoto (RNIs)

A producédo de intermediarios reactivos de oxigénide azoto constitui um mecanismo de
defesa do organismo hospedeiro contra a invasambiana; M. bovis uma vez no fagossoma, €
sujeito a presenca destes compostos.
3.2.2.1. Resisténcia a ROIs

A sobrevivéncia das estirpedl. bovis BCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV

7407/000/04, foi determinada ao fim de 24 horapmsenca de diferentes concentragdes 42 H

(figura 3.6), pelo método de contagem do numerGfeés.
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Figura 3.6. Viabilidade das estirpb& bovis BCG Pasteur (A), LNIV 11428/003/05 (B) e LNIV
7407/000/04 (C), ao fim de 24 horas em meio lighiddlebrook 7H9 com diferentes concentragbes
de HO, (1, 2, 4 e 8 mM). Os resultados apresentados diespeito a média de um minimo de 3
experiéncias independentes para cada estirperias loie erro representam o desvio padrdo; as médias

foram consideradas significativamente diferentea p&0,05 (*).

A estirpe LNIV 11428/003/05 revelou-se resisterdecancentracdes de,® estudadas, a
viabilidade em cultura manteve-se elevada mesmo aamento da concentracdo dgOkino meio,
nao tendo na verdade atingido valores muito infesi@ 100%.

A estirpe LNIV 7407/000/04, pelo contrario, mostrguma sensibilidade ao,®,. Para 1 e
2 mM de HO, a sobrevivéncia desta estirpe foi muito proximd @@%, no entanto, em meio com 4 e
8 mM de HO, houve uma diminuicdo da sobrevivéncia, que sdic@ui significativa para os 8 mM,
comparativamente a 1 e 2 mM.

Para a estirp@l. bovis BCG Pasteur, contrariamente ao esperado, ndo ssrvoln uma

diminuicdo da sobrevivéncia com o aumento da cdregio do HO, no meio de cultura; a
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viabilidade desta estirpe n&o variou significatieate para as diferentes concentracdes g@, H
estudadas, mantendo-se elevada na presenc¢a dostonipom estudo idéntico, realizado por Firmani

e Riley (Firmani e Riley, 2002), a estirpk bovisBCG estudada, para 5 mM ded4 apresentou uma
sobrevivéncia de aproximadamente 40%. No entari@® tkr-se em consideracdo que os autores ndo
referem qual a estirpe dé. bovisBCG utilizada, e que nem todas as condi¢Oes expatais foram

idénticas (como o tempo de incubacdo com©,Hpor exemplo).

Para as mesmas, ou idénticas, concentracbes@eutllizadas neste estudo, outros estudos
semelhantes mostram diminui¢cdes de sobrevivéntavelnente mais acentuadas, em estirped.de
tuberculosigFirmani e Riley, 2002; Newtoet al., 2006).

Uma vez que os resultados obtidos para a edilrpeovisBCG Pasteur ndo se assemelham
aos encontrados por outros autores, optou-se poparar a viabilidade das duas estirpes de campo

em estudo para cada uma das concentracdegdjeddm se considerar a estirpe BCG (figura 3.7).
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Figura 3.7. Comparacédo da viabilidade das esticpd¥ 11428/003/05 e LNIV 7407/000/04, ao fim

de 24h, na presenca de diferentes concentrac@dgd€l, 2, 4 e 8 mM). Os resultados apresentados
dizem respeito a média de um minimo de 3 expedérindependentes para cada estirpe; as barras de
erro representam o desvio padrdo; as médias foomsideradas significativamente diferentes para
p<0,05 (*).

Para qualquer uma das concentragdes estudadéspa NIV 11428/003/05 apresentou uma
percentagem de sobrevivéncia superior a enconpada a estirpe LNIV 7407/000/04, mostrando

deste modo, comparativamente, uma maior resistéoqeeroxido de hidrogénio.
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O facto de a estirpe LNIV 7407/000/04 apresentgurab susceptibilidade ao,® pode,
eventualmente, contribuir para um menor sucessta degtirpe. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para compreender a tolerancia desta edtiepe como das outras estirpes em estudo, aos

intermediarios reactivos de oxigénio.

Neste estudo foi avaliada a viabilidade na preselcébO, exdgeno, que € um composto
quimico relativamente instavel uma vez que se degrapidamente. A viabilidade das estirpes pode
também ser avaliada na presenca de paraquat. Heteréagente que entra na bactéria e se combina
com o0 oxigénio, levando a formacao de anido sujswdxjue € depois convertido em@d e outros
ROls, pelo que também pode ser utilizado para métar a capacidade de uma estirpe para eliminar
ROIs. Uma alternativa a este tipo de estudos, cista @& investigar se os ROIs contribuem para a
inibicdo do crescimento destas estirpes €, por pikeroomparar a viabilidade intracelular das essrp
em macrofagos activados, tratados, e nao tratadosenzimas que sabe que neutralizam os ROIls, ou

outros compostos que removem multiplos ROIs (K26196).

3.2.2.2. Resisténcia a RNIs

A sobrevivéncia das estirpedl. bovis BCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04, foi igualmente determinada ao fim dé@ras na presenca de diferentes concentragoes

de NaNQ (figura 3.8), pelo método de contagem do numerGfes.
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Figura 3.8. Viabilidade das estirpb& bovis BCG Pasteur (A), LNIV 11428/003/05 (B) e LNIV
7407/000/04 (C), ao fim de 24 horas em meio lighiddlebrook 7H9 com diferentes concentragdes
de NaNQ (1,5, 4, 8, 12, 16 e 32 mM). Os resultados aptades dizem respeito & média de um
minimo de 3 experiéncias independentes para cdilpeesas barras de erro representam o desvio
padrdo; as médias foram consideradas significatwéendiferentes para p<0,05 (*).
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Para a estirpe LNIV 11428/003/05, para concentsagfigais e superiores a 4 mM de nitrito
de sodio observou-se uma diminuicdo da viabilidamtecultura; para 1,5 mM a sobrevivéncia foi
préxima dos 100%. Com 4 mM de nitrito de sédio reiana sobrevivéncia desta estirpe rondou os
70%, e entre os 4 e os 12 mM, apesar de as ditsrar@p serem significativas entre si, observou-se
uma diminuicdo gradual da sobrevivéncia. Para 16 amihbilidade encontrada foi inferior a 50%,
nao tendo diminuido significativamente para 32 mM ritrito de sédio. De um modo global,
observou-se uma diminuicdo da viabilidade da esticpllvV 11428/003/05 com o aumento da
concentracao de nitrito de sédio no meio de cylton@strando a sua susceptibilidade a presenca do
composto.

A estirpe LNIV 7407/000/04 apresenta uma sobrevii@proxima dos 100% em meio com
1,5 mM de nitrito de sédio; e para 4 mM parece hawe aumento na sobrevivéncia, no entanto esta
ndo é uma diferenca significativa. Para concentm@guais e superiores a 8 mM ja se observa uma
diminuicdo da viabilidade desta estirpe em cultqteg se torna significativa para 12 mM de nitriéo d
sbdio. Estes resultados mostram que o crescimentstirpe LNIV 7407/000/04 foi afectado pela
presenca do nitrito de sodio no meio cultura, @wvéb igualmente a sua susceptibilidade ao
composto.

A viabilidade da estirp®#. bovisBCG Pasteur ndo variou significativamente com mento
da concentracao de nitrito de sédio no meio den@yla sua sobrevivéncia manteve-se elevada. Estes
resultados ndo traduzem o esperado. Com efei@ mencionado estudo de Firmani e Riley (Firmani
e Riley, 2002), a estirpgl. bovisBCG estudada, para 3 e 6 mM de nitrito de ségicesentou uma
sobrevivéncia proxima de 30%; no entanto, mais uem deve ser tido em consideracdo que 0s
autores do trabalho ndo referem qual a estirpddéovis BCG utilizada, e que nem todas as
condicdes experimentais foram idénticas (tempondebagdo com o NaNOpor exemplo). Num
outro estudo, realizado por Florio e colaborad{fésio et al, 2006), a estirpkl. bovisBCG Pasteur
apresentou também uma grande diminuicdo da pegmntde sobrevivéncia ao fim de 24 horas em
meio com 5 e 25 mM de um composto que leva a fdmate RNIs, contudo, novamente, a
experiéncia ndo foi idéntica, na sua totalidadeadizada neste trabalho (homeadamente no composto

utilizado).

Assim sendo, e apesar de existirem algumas difasemgs trabalhos, visto que os resultados
aqui obtidos para a estirgd. bovis BCG Pasteur ndo se assemelham aos encontradasitpos
autores, optou-se por comparar a viabilidade das dstirpes de campo em estudo, para cada uma das

concentracdes de NaNGem ter em consideracgéo a estivpéovisBCG (figura 3.9).
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Figura 3.9. Comparacédo da viabilidade das esticpd¥ 11428/003/05 e LNIV 7407/000/04, ao fim
de 24h, na presenca de diferentes concentrac@¢aNi®, (1,5, 4, 8, 12, 16 e 32 mM). Os resultados
apresentados dizem respeito a média de um minirBcedperiéncias independentes para cada estirpe;
as barras de erro representam o desvio padrdo;édmsnforam consideradas significativamente

diferentes para p<0,05 (*).

O crescimento das duas estirpes, LNIV 11428/008/@WIV 7407/000/04, na presenca de
1,5 mM de nitrito de sddio foi idéntico, e semeli@aao encontrado no controlo, a sobrevivéncia foi
muito proxima dos 100%; ambas as estirpes se raveleesistentes a esta concentracdo de nitrito de
sodio. J4 para uma concentracdo de 4 mM, a edtipé 11428/003/05 cresceu significativamente
menos que a estirpe LNIV 7407/000/04, cuja sob&ndia se manteve elevada. Também no meio
com 8 mM de nitrito de sddio, foi a estirpe LNIV4RB/003/05 que apresentou uma sobrevivéncia
menor. Para concentracfes mais elevadas, as sstopgortaram-se de modo idéntico, mostrando-se
igualmente susceptiveis. Curiosamente, para ageotacdes nas quais sdo encontradas diferencas no
crescimento das duas estirpes, € a estirpe LNN2&/003/05, que pertence ao spoligotipo SB0121,
de elevada prevaléncia e ampla distribuicdo geiogréfn Portugal (Duartet al, 2008; Matot al,
2010), que apresenta uma percentagem de sobreidvénterior, e portanto uma maior

susceptibilidade.
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No seu conjunto, os resultados obtidos sugeremagquauas estirpes virulentas em estudo,
LNIV 11428/003/05 e LNIV 7407/000/04, se comportds modo distinto na presenca dgOkle
NaNQ,. A estirpe LNIV 11428/003/05 apresentou, compesatiente, uma maior resisténcia ao
perdxido de hidrogénio para qualquer uma das corasgies estudadas, no entanto, mostrou uma
maior susceptibilidade para 4 e 8 mM de nitritsddio.

No futuro, deve ser estudada outra estirpe labdahtde referéncia (como seja a estirpe
H37Rv), para a qual em estudos anteriores ja teittadeterminada a sua resisténcia aos ROIs e
RNIs, de modo a aferir e controlar melhor as cdieligexperimentais.

Estes sdo ainda resultados prévios; mais estudmsne@essarios para compreender o
comportamento destas estirpes na presenca de RORNIs, e qual a importancia desse

comportamento para a diferente frequéncia e didpetss perfis de spoligotyping em estudo.
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3.3. Interaccdo micobactéria - macrofagan vitro

M. bovisé uma bactéria intracelular facultativa, que tema principal célula hospedeira os
macréfagos; a interaccdo desta micobactéria comagsofagos é determinante no estabelecimento da
infeccdo. Assim, as estirpes de campo, LNIV 1142806 (SB0121) e LNIV 7407/000/04 (SB1175),
bem como a estirpe de referéndia bovis BCG Pasteur, foram caracterizadas quanto ao seu
crescimento intracelular nos macrofagos, tendo $ig@almente estudado o efeito resultante da

infeccdo com estas estirpes, na producao de ditogior parte dos macrofagos.

3.3.1. Observacdo microscopica da presenca intraoir das micobactérias nos

macrofagos

A presencga intracelular das estirpgds bovis BCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04 em macrofagos derivados de medula d@kseatinho, foi observada, nos dias 0, 2 e 4
apos a infeccdo, por microscopia - ap0s a colordgg8omicobactérias e macrofagos. Na figura 3.10
encontra-se uma imagem representativa do obsenfaddia 7 apés a infeccdo observou-se que 0s
macréfagos em cultura se encontravam lisados, targornao se procedeu a fixacdo das células e
posterior coloragdo, uma vez que nestas condicOeosn bacilos certamente se localizam

extracelularmente.
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Figura 3.10. Observagcdo microscoépica da presemga@hular deM. bovisem macrofagos derivados
de medula 6ssea de ratinho. As micobactérias foraadas pelo método de coloragdo Ziehl-Neelsen,
e 0s macrofagos com a solucao azukititiemacolor. Seta fechada: macréfago infectado quenas

um bacilo. Seta aberta: macréfago infectado comsnmpie um bacilo. Imagem obtida num
microscopio Axioplan 2, Carl Zeiss, Inc., com aeaibiva de 60x.

As micobactérias, os bacilos corados de cor-de-fosalizam-se no interior dos macréfagos,
0 que mostra que o procedimento de infeccao relaliidou efectivamente com a infec¢éo das células
hospedeiras, que internalizaram as micobactéréa.dbservacao da figura 3.10 pode ainda constatar-
-se que nem todos os macréfagos contém bacilos,qued ndo houve uma infeccdo de 100% das
células, o que ja era esperado visto que foi atbzuma multiplicidade de infeccao baixa, de 2
micobactérias por macréfago (2:1). Entre os maga¥ague se encontram infectados, uns contém
apenas uma micobactéria, enquanto outros contémquaiuma micobactéria.
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3.3.2. Avaliagéo do crescimento intracelular das rodobactérias pelo método de contagem
do nimero de CFUs

O sucesso das micobactérias patogénicas, nomeatdanedh bovis tem sido atribuido a sua
capacidade particular para se adaptar ao ambiduweesam encontrado nos macrofagos (Houdteal,
2006).

No presente trabalho, foi avaliada a sobrevivéec@escimento intracelular das estirpés
bovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV 7407/000/6/) macrofagos derivados de medula
Ossea de ratinho, ao dia 0, dia 2 e dia 4 ap&®ecin, pelo método de contagem do niumero de CFUs
(figura 3.11).

M. bovis BCG Pasteur
-- LNIV 11428/003/05
-e- LNIV 7407/000/04

logqg CFU/mL

4.0 T T ] !
0 1 2 3 4

Tempo apos infeccao (dias)

Figura 3.11. Crescimento intracelular das estiipebovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV
7407/000/04, em macréfagos derivados de medulaaddseratinho. O numero de CFUs foi
determinado aos dias 0, 2 e 4 apds a infeccaoesdtados apresentados dizem respeito & média de,
pelo menos, 5 determinacdes do nimero de CFU/mhaasas de erro representam o desvio padréo;
as médias foram consideradas significativameneatites para p<0,05 (*). O grafico é representativo

de trés experiéncias independentes.

Para o dia 0, que corresponde a 4 horas aposadafeo valor de lgg CFU/mL € idéntico
para qualquer uma das estirpes, mostrando quesdowos macrofagos por cada uma destas estirpes,
em termos de CFUs fagocitados, foi semelhante.id@do crescimento intracelular da estirpe LNIV
11428/003/05 é significativamente superior ao dstgpes LNIV 7407/000/04 é. bovis BCG
Pasteur, que por sua vez, ndo apresentam difersiggaficativas entre si no que diz respeito ao
crescimento no interior dos macréfagos. J& ao & duas estirpes virulentas, LNIV 11428/003/05 e

LNIV 7407/000/04, mostram um crescimento intraaluignificativamente superior ao da estirpe

45



ndo virulentaM. bovis BCG Pasteur, apresentado também a estirpe LNIV28/@83/05 um
crescimento significativamente superior ao dapstiNIV 7407/000/04.

O crescimento intracelular destas micobactériastaardém para ser determinado ao dia 7
apos a infeccdo, no entanto, observou-se que aaldste tempo 0os macréfagos se encontravam
lisados. Embora néo tenha sido quantificada, obsese que a lise nos macrofagos infectados com
M. bovisBCG Pasteur era menor que a observada para as estirpes, o que esta de acordo com o
maior crescimento das estirpes virulentapdbovis versudl. bovisBCG Pasteur.

Os resultados apresentados mostram que as difeestigpes dél. bovisestudadas diferem
na sua capacidade para crescer nos macrofagosuassedtirpes virulentas, LNIV 11428/003/05 e
LNIV 7407/000/04, isoladas a partir de bovinos, fdeto crescem melhor nos macréfagos, por
comparagdo com a estirpe nao virulevitabovisBCG Pasteur, 0 que sugere que a célula hospedeira
controla menos bem a infeccdo por parte das mitétias virulentas. Esta diferenca observada na
capacidade de estirpes virulentas e ndo viruletall. bovis para crescer intracelularmente nos
macroéfagos, ja foi anteriormente mencionada em d@fagos de bovino (Aldwellet al, 1996;
Wedlocket al, 1999; Aldwellet al, 2001; Hopeet al., 2004).

A estirpe LNIV 11428/003/05 é a que apresenta unommerescimento intracelular nos
macrofagos, e portanto, a que se encontra meltaptadh & sobrevivéncia e crescimento no interior
da célula hospedeira. Esta estirpe é também aagseipo perfil de spoligotyping SB0121, que como
ja foi referido € nitidamente predominante em Ryatie encontrado em todas as regides geograficas
portuguesas onde existe tuberculose bovina (Deawré, 2008; Matot al, 2010). Estes resultados
apontam para a possibilidade de a elevada preval@campla distribuicdo geografica deste
spoligotipo em Portugal, estar relacionada com umelhor capacidade de sobrevivéncia e
crescimento destas estirpes no interior dos magwéfado hospedeiro animal, que favorece o

estabelecimento da infeccéo.

Com o intuito de assegurar que as variagdes ol Ve crescimento das diferentes estirpes
se devem apenas ao crescimento intracelular noséfagos, e ndo dependem de crescimento
extracelular, deve-se na continuacdo deste estudliama morte celular por necrose em cada

infeccao.

3.3.3. Avaliacéo do conteudo em citocinas por ELISA

Em resposta a presenca das micobactérias, os iegasdecretam diversas citocinas que, no
seu conjunto, determinam o resultado da infecc@og€ret al, 2011).
Neste trabalho, optou-se por avaliar a secrecdonue citocina pro-inflamatéria e de uma

citocina anti-inflamatdria, tendo-se escolhido oFFiNe a IL-10, respectivamente. O TN descrito
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como extremamente importante na defesa do hosped@mtra a infecgédo, e a IL-10 como citocina
relevante na modulacao da resposta a presencac#sastérias.

Os sobrenadantes das culturas celulares dos maesoiiafectados com as estirgds bovis
BCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV 7407/000/@dram recolhidos as 6h e as 24h apos a
infeccdo, e estudados por ELISA, para determindgdoontetdo em TNE-e em IL-10. De entre os
varios ensaios que foram realizados para a IL-d0nwm, e apenas para uma das experiéncias
independentes, é que houve desenvolvimento dad®a¥isto que com os dados relativos a apenas
uma experiéncia independente ndo se podem tiraclusiies, estes resultados ndo vao ser
apresentados ou analisados. Os resultados obtalasopl NFe. encontram-se apresentados na figura
3.12.
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Figura 3.12. Producgé&o do factor de necrose tumgralNF-o, pelos macréfagos infectados com as
estirpesM. bovisBCG Pasteur, LNIV 11428/003/05 e LNIV 7407/000/@% sobrenadantes foram
recolhidos as 6h e as 24h ap0s a infeccéo, e coseeido em TNie-foi determinado por ELISA. Os
resultados apresentados dizem respeito a médiadd¢eBninacdes da concentracdo de BNkes
sobrenadantes; as barras de erro representam @ damirdo; as médias foram consideradas
significativamente diferentes para p<0,05 (*). Cafgo é representativo de trés experiéncias
independentes. Nota: como se observou alguma \aféde nos valores de concentracdo de TNF-

determinados nas trés experiéncias, procedeu+sma amndlise meramente qualitativa dos dados.
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A presenca de TNE-foi detectada nas culturas celulares dos macréfagfectados com
gualquer uma das estirpes Ne bovis estudadas; j& nas culturas de macréfagos néotadfes;
utilizadas como controlo, ndo foi detectada esteitia. Estes resultados mostram que os macrofagos
produzem, e secretam, TNfem resposta a presencga destas micobactériasdagdo de TNF: por
macrofagos infectados com estirpesMebovisji foi anteriormente descrita em diversos estudos
(Wedlocket al, 1999; Hopeat al., 2004; Denis e Buddle, 2008).

Para as estirpeMl. bovis BCG Pasteur e LNIV 11428/003/05, a concentracad NE-u
detectada nos sobrenadantes recolhidos 6h apfiecgédn é significativamente inferior a concentracdo
encontrada nos sobrenadantes recolhidos as 24 Rordanto, a secrecdo de TNpelos macréfagos
infectados com estas estirpes ocorre durante, € ap@primeiras 6 horas que seguem a infeccao. No
que diz respeito a estirpe LNIV 7407/000/04, emtmo@ncentracdo de TNidetectada as 6 horas
seja significativamente diferente da detectadaddsolas, os valores encontrados sdo muito proximos,
nao se observando um aumento consideravel da 8ealesta citocina apds as 6 horas. Uma possivel
justificacdo para esta variacdo pequena € estewmraeo morte celular dos macrofagos infectados com
esta estirpe apds as seis primeiras horas quemsegirgfeccdo, e portanto existir um menor nimero
de células em cultura a secretar TNANo caso de se confirmar, a morte celular, poptgse, dos
macroéfagos infectados com a estirpe LNIV 7404/000p@de também constituir uma explicacdo para
um menor crescimento intracelular desta estirp@parativamente a outra estirpe virulenta estudada.
Jé esta descrito que a apoptose dos macrofagadaids com micobactérias pode constituir uma
estratégia para limitar o crescimento destas hastép interior da sua principal célula hospedera,
contribuir deste modo para a defesa do hospedaiataizziet al., 1999).

A producgéo de TNFeinduzida pelas estirpes LNIV 11428/003/05 e LNKO7/000/04 as 6h
apos a infeccao foi idéntica, e apesar de tersgloficativamente inferior & induzida pela esting®
virulenta M. bovis BCG Pasteur, a concentracdo de Td\Betectada nos sobrenadantes das trés
estirpes foi na verdade aproximada. Ja para aogak lapds a infeccdo, a producdo desta citocina
induzida pelas duas estirpes virulentas foi infedomparativamente a estirpe bovisBCG Pasteur.

Em patrticular, na infec¢cdo com a estirpe LNIV 7000/04 foi detectada uma concentracdo de &NF-
menor. Estes resultados mostram que, huma fasal idicinfeccéo, as estirpes virulentasdvlebovis

em estudo induziram uma menor producdo de &N#er parte dos macrofagos infectados, por
comparacdo com a estirpl bovisBCG Pasteur. Estes resultados séo curiosos nalanedi que o
TNF-0 € uma citocina pré-inflamatéria, que desempenhapel importante na defesa do hospedeiro
contra a infeccdo. Estudos idénticos, relativosefeito da infeccdo de macréfagos, com estirpes
virulentas e nao virulentas d& bovis na expressdo de mRNA TNFe producdo de TNE-por estas
células, mostram resultados distintos, nos quagstpes virulentas induzem uma maior expressao de
MRNA TNF-o e produgéo da citocina, que a estikpebovisBCG (Aldwell et al, 1996; Wedloclet

al., 1999; Hopeet al, 2004).
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4. Consideracgodes finais

A tuberculose bovina é uma doenca animal de gremmglertancia; para além de ter um grande
impacte sécio-econdémico, constitui uma preocupaigia a saude publica devido ao seu potencial
zoondético. Em Portugal tém sido feitos esforcosentido de erradicar a doenca, nomeadamente pela
implementacao do programa de erradicacdo da tubsecbovina e, mais recentemente, do plano de
controlo e erradicacdo da tuberculose em caca n#siligionalmente, a grande maioria das estirpes de
Mycobacterium bovissoladas nos ultimos anos, a partir de bovinostes hospedeiros ocasionais,
como veados e javalis, tém sido caracterizadaseepidogicamente, através da genotipagem por
spoligotyping e MIRU-VNTR. Nestes estudos, constate que o spoligotipo SB0121 é nitidamente
predominante, sendo encontrado em diversos hospsdeiem todas as regifes geogréficas onde
existe tuberculose bovina e que, pelo contraricspoligotipo SB1175, claramente distinto do
spoligotipo SB0121, foi isolado exclusivamente eauimica vez em Portugal, a partir de um bovino.
Tendo por base estas evidéncias, 0 presente toateale como principal objectivo o estudo de uma
estirpe representativa do spoligotipo SB0121 emizatestirpe do spoligotipo SB1175, na perspectiva
de avaliar se a diferente frequéncia e disperséiesiperfis de spoligotyping pode ser explicada pel
diferente sucesso, enquanto agentes patogenicosstigpes pertencentes a cada spoligotipo. Afinal
compreensdo da patogenicidade pbrbovis é também fundamental para o desenvolvimento de
estratégias com vista a combater a doenca.

A abordagem experimental focou-se na determinagdoudva de crescimento e estudo da
resisténcia ao stress oxidativo e nitrosativo ernortiquido, bem como na avaliacdo da capacidade
destas estirpes para se multiplicarem em macrofagosefeito da infec¢do na producédo de citocinas.

A utilizacdo de dois métodos distintos para a déteacdo da curva de crescimento revelou-se
importante uma vez que, por si s6, os métodosnatigim resultados que ndo sdo concordantes mas,
no seu conjunto, e tendo por base as caractesiste@ada um, levantaram questdes importantes. O
facto de as estirpes virulentas terem apresentamtoparativamente a estirfpd. bovis BCG, um
crescimento mais lento pela contagem dos CFUs raasrapido pela leitura da densidade éptica, em
particular a estirpe LNIV 11428/003/05 (SB0121yingé aspecto que deve ser futuramente averiguado.

Igualmente interessante, serd dar continuidadesstoslos de resisténcia aos intermediarios
reactivos de oxigénio e azoto, e tentar percebpamel desempenhado por estes compostos na
infeccdo por estas estirpes e qual a sua real tpoa para a proteccdo do organismo hospedeiro.
Afinal as duas estirpes virulentas apresentarampodamentos distintos, e a estirpe LNIV
11428/003/05 (SB0121), que apresentou maior resistéao perdxido de hidrogénio, apresentou
maior susceptibilidade ao nitrito de sédio. Tamlportante sera incluir outra estirpe laboratadil

referéncia, para a qual noutros estudos ja tedloedgterminada a sua resisténcia aos ROIs e RNIs.
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No que diz respeito aos estudos de interaccao emtabactérias e macréfagos, optou-se por
trabalhar com macrofagos derivados de medula d@seatinho, que séo frequentemente utilizados
em estudos de infeccdo cavh tuberculosis A estirpe LNIV 11428/003/05 (SB0121) foi a que
apresentou um maior crescimento intracelular, e uma melhor adaptacdo a sobrevivéncia no
interior da célula hospedeira. Estes resultadoboeanprévios, sugerem que a elevada prevaléncia e
ampla distribuicdo geografica do spoligotipo SBOl@dde estar relacionada com uma maior
capacidade de sobrevivéncia e crescimento dest@ipess nos macréfagos, que favorece o
estabelecimento da infec¢do. A producéo de TNRtre as 6 e as 24 horas apés a infecgcdo aumentou
na infeccdo com a estirpe LNIV 11428/003/05 (SBQl2das manteve-se idéntica com a estirpe
LNIV 7407/000/04 (SB1175). Em trabalhos futurosasameressante avaliar a morte celular dos
macréfagos durante a infeccdo com cada uma dagesst, neste contexto, garantir que as variacdes
observadas no crescimento intracelular ndo depen@eonescimento extracelular, e ainda, estudar a
possibilidade de a pequena variacdo na producddBer entre as 6 e as 24 horas apos a infeccao, e
0 menor crescimento intracelular, para a estirp/LINl04/000/04 (SB1175), se dever a morte celular
dos macréfagos infectados.

No seu global, este estudo constitui uma primebardagem no que diz respeito ao
comportamento d&l. bovise a sua interaccdo com as células hospedeiragieyeeser continuado
com vista a compreender e justificar os resultaslzservados. Ainda importante sera estudar um

maior numero de estirpes, e incluir neste estud@®spoligotipos igualmente relevantes.
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Anexo |

Tabela que relaciona o peso molecular dos prodigosmplificacdo por PCR dos oitaci analisados por MIRU-VNTR com o0 ndmero de repetigéims

tandempresente em cadiacus

(adaptado de Matos, 2009)

M. tubereulosis
H37Ra
Locus o | ERA | ETRE | ETRe | G0 | S0 | mRua| VY
Ampiicon (bp) 461 420 262 382 305 412 3E3 438
Aleln h 3 3 3 3 5 F 3
[ocus

A-ELO e | ERa [ ETRE | ETRG | T8 | P | mrua | MY
0 133 162 20 7 %6 50 7| 285
0 181 19 | 120 : o 7 174 :
1 237 770 | 178 | 266 | 167 | 136 | om0 | 3%
2 293 345 | 235 | 324 | 2% | 205 | 328 | aa7
3 349 420 | 292 | a2 | 305 | o274 | 406 | 439
4 405 435 | 349 | a0 | 74 | 343 | am3 | a9
5 461 c70 | 406 | 498 | 443 | a12 | so0 | 540
6 517 645 | 463 | 556 | 512 | 481 | e | 5ot
7 572 720 | 520 | 614 | sa1 | sso | 714 | o4z |
8 629 795 | 517 | 62 | 650 | 619 | 791 | 60
9 665 70 | 634 | 730 | 719 | oee | ece | 744
10 741 a5 | 691 | a8 | 788 | 757 | w4g | 795
11 797 | 100 | 748 | ss6 | ss7 | 826 | 1022 | a4
12 853 | 1005 | 805 | o4 | o6 | sos | 1099 | e
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