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Bactérias hipervirulentas da tuberculose causam morte explosiva

de células de defesa e aceleram sua disseminacdo

Ricardo Zorzetto

m freezer com temperaturas bastante baixas, 70 graus
negativos, guarda amostras congeladas do microrga-
nismo causador de uma das doengas mais antigas de
que se tem registro na humanidade, a tuberculose.
Trancado em uma sala de acesso restrito na Universidade Esta-
dual do Norte Fluminense (Uenf), no municipio de Campos, no
Rio de Janeiro, esse freezer abriga dezenas de tubos com bacté-
rias da tuberculose coletadas em diferentes regides do Brasil e
em outros paises - algumas delas classificadas como das mais
agressivas em expansfo em certas regiées do mundo. O acesso
a essa sala do laboratério de biosseguranca da Uenf é rigorosa-
mente controlado pela imunologista russa Elena Lassounskaia.
“S0 seis ou sete pessoas bem treinadas tém autorizacéio para
entrar ali e trabalhar”, conta a pesquisadora, que nasceu em
S&o Petersburgo e ha 20 anos trabalha na Uenf, onde coordena
os estudos sobre a agressividade da bactéria da tuberculose.
Experimentos feitos em seu laboratério, em colaboragéo
com outras equipes de Séo Paulo e do Rio, comecam a gerar
uma nova compreenséo de como as cepas mais agressivas do
bacilo da tuberculose, em parte dos casos, vencem as células
de defesa que deveriam controla-lo e se espalham rapidamente
pelo corpo, causando danos graves nos pulmdes e em outros
orgdos. Numa explicacdo simplificada, o que as variedades
mais agressivas ou hipervirulentas da bactéria fazem é cres-
cer mais rapido em células de defesa do pulméio e destrui-las,
aumentando a liberacdo de compostos quimicos que sinalizam
para o sistema imune a ocorréncia de dano celular, mostra-
ram os pesquisadores em artigo publicado em julho na PLoS
Pathogens. Em resumo, essas bactérias intensificam a libera-
célo de sinais de perigo, exacerbando a inflamacéo pulmonar.
Em muitas infec¢Ges e também em inflamacdes causadas por
pequenos danos, como uma pancada na perna, esse alerta é sau-
davel e até desejavel. Ele desperta a atencéio de outras células de

defesa e as encaminha para a regido onde surgiu o problema. As
novas células convocadas englobam e digerem a célula morta,
infectada ou danificada que enviou o alerta quimico, resolven-
do o problema. Em caso de microrganismos mais persistentes,
como as micobactérias — que incluem os bacilos da tuberculose
humana (Mycobacterium tuberculosis) e bovina (M. bovis) e da
hanseniase (M. leprae) —, o sistema imune tem dificuldade de
eliminar completamente as bactérias e manté-las por anos em
uma area restrita, formando uma barreira de células de defesa
em volta das células infectadas, o granuloma.

Com as micobactérias hipervirulentas ou em pacientes com
imunodeficiéncia, porém, o cendrio muda. Dois anos atras um
grupo liderado por Roland Brosch e Jost Enninga, do Insti-
tuto Pasteur, em Paris, demonstrou que micobactérias viru-
lentas conseguiam romper a bolsa em que sdo mantidas no
interior dos macrdéfagos, as células de defesa que detectam e
englobam particulas e microrganismos estranhos ao corpo. A
ruptura dessa bolsa de contenc¢éio chamada fagossomo desen-
cadeia uma forma violenta de morte - a necrose — em que o
macréfago explode e espalha o seu contetdo pela vizinhanca.

Essa morte estrondosa lan¢a no tecido uma chuva de sinaliza-
dores de dano celular. Eles funcionam como fogos de artificio que
indicam perigo e atraem mais células de defesa para a regido do
dano inicial. Mas o excesso desses sinalizadores — um deles em
especial, a molécula de trifosfato de adenosina (ATP) — amplia
o problema: inicia um circulo vicioso de infeccéo e destruicdo
de macroéfagos, revelaram os pesquisadores de Sio Paulo e do
Rio no artigo da PLoS Pathogens (ver infogrdfico na pdgina 40).

“Em baixas concentracdes no tecido, o ATP funciona como
um ativador das células do sistema imune”, explica a imuno-
logista Maria Regina D’Império Lima, da Universidade de Sdo
Paulo (USP), uma das coordenadoras do estudo, do qual parti-
ciparam pesquisadores da Universidade Federal de Sio Paulo



Chuva de sinalizadores quimicos

Morte por necrose libera composto
indicador de danos, agrava a inflamacédo
e inicia ciclo de destruicao celular

MACROFAGO
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Transmitido pelo ar,
o bacilo da tuberculose
se aloja nos pulmdes
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COMBATE
Células de defesa
chamadas macréfagos
detectam as bactérias
e as englobam para
tentar destrui-las
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(Unifesp) e da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ). Nessa situacéo, formam-se es-
treitos canais na membrana das células de defesa
que permitem a troca de ions com o meio externo
e as ativam. J4 em concentracdes elevadas, o ATP
induz o surgimento de grandes poros que deixam
sair moléculas inflamatdrias, além de disparar a
morte por necrose.

bidlogo Eduardo Pinheiro Amaral, alu-

no de doutorado de Maria Regina, com-

provou que, a0 matar os macréfagos por
necrose, as cepas hipervirulentas de Mycobac-
terium conseguem escapar vivas e infectar mais
macrofagos, induzindo a inflamagéo exacerbada
do pulméo. Amaral foi um dos primeiros alunos
treinados para trabalhar com micobactérias no
laboratdrio de biosseguranca nivel 3 da Uenf ja
na iniciacéo cientifica, quando estabeleceu um
modelo de infec¢do em camundongos para avaliar
aviruléncia de micobactérias ndo tuberculosas.
No mestrado, ele se concentrou em micobactérias
tuberculosas mais agressivas, no laboratorio de
biosseguranca coordenado por Mario Hirata na
USP. Amaral fez uma ponte rodoviaria entre Sdo
Paulo e Campos durante cerca de um ano para
realizar experimentos nos dois laboratérios e
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A bactéria se multiplica
lentamente no macréfago,
que emite sinais de dano
e aciona a morte celular
programada (apoptose)

Bactéria
hipervirulenta

avaliar uma variedade maior de bactérias isola-
das de pessoas e vacas com tuberculose.

Um dos grupos de bactérias da tuberculose
estudados por Amaral pertence a familia genéti-
ca Beijing. “Originaria da China, essa familia de
micobactérias é bastante agressiva e vem se disse-
minando mais rapidamente do que outras”, conta
Elena. “Essa ja é a cepa predominante na Russia
e em paises da antiga Unifio Soviética e apresen-
ta mais resisténcia a varios medicamentos usa-
dos no tratamento da tuberculose.” Na América
Latina e na Europa mediterrinea, as cepas mais
comuns sio de outra familia de M. tuberculosis, a
Latin American-Mediterranean, em que séo rela-
tivamente raros os casos de resisténcia as drogas.

Mesmo assim, a tuberculose no Brasil e no
mundo continua um desafio de saude publica.
Calcula-se que 2 bilhdes de pessoas estejam in-
fectados com o bacilo da tuberculose, que na
imensa maioria dos casos permanece em estagio
dormente, do qual s6 desperta quando o nivel de
imunidade do organismo se torna baixo demais
- em situacdes de estresse fisico ou psicoldgico
ou infeccéio por HIV. Uma estimativa recente,
publicada em 22 de julho na Lancet, mostra que
o numero de pessoas com tuberculose aumentou
quase 40% em pouco mais de 20 anos: subiu de
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Uma segunda leva
de células de defesa
chega ao local
dainfeccdo e
engloba e digere os
macréfagos mortos

NECROSE

A bactéria se prolifera
rapidamente no interior
do macréfago e o mata
de forma explosiva
(necrose). Uma chuva
de moléculas de dano
(ATP) é liberada
convocando reforco

CiRCULO VICIOSO
Novas células chegam
ao local dainfeccdo e
engolfam os bacilos,
que outra vez as
matam por necrose.
Mais sinais de dano
sdo liberados,
intensificando a
inflamacdo e a perda
de tecido saudavel
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Mycobacterium
tuberculosis em
secrecdo de
paciente com
tuberculose

8,5 milhdes em 1990 para 12 milhées em 2013,
embora o niimero de mortes tenha baixado 12,5%,
de 1,6 milhdo em 2000 para 1,4 milhdo em 2013.
No Brasil, segundo esse estudo, houve 108 mil no-
vos casos e quase 6 mil mortes em 2013. “A partir
de 2001, o programa de controle da tuberculose
implementado no pais parece ter contribuido pa-
rareduzir a proporc¢éo de casos novos de 43 em
cada 100 mil habitantes em 2001 para os atuais
36 por 100 mil”, conta Elena. “O controle esta
melhorando, mas o problema néo esta resolvido.”

maral identificou o padrio distinto de
ativacdo dos sinais de dano do sistema
imune ao trabalhar com trés variedades
de bactéria da tuberculose. Ele testou duas bac-
térias hipervirulentas: a cepa Beijing de M. tu-
berculosis isolada de um paciente russo e uma
cepa de M. bovis encontrada em um surto da tu-
berculose bovina no Sul do Brasil - embora afete
preferencialmente o gado, essa variedade pode
causar tuberculose em humanos. As duas cepas
se multiplicaram mais rapidamente nas células
de defesa in vitro e nos animais infectados do que
a terceira bactéria, uma cepa de M. tuberculosis
usada como referéncia em laboratérios.
Bastaram 100 bactérias das cepas mais agressi-
vas para iniciar uma infec¢do pulmonar capaz de
matar. A cepa Beijing matou 90% dos roedores em
oito meses, enquanto a M. bovis eliminou todos
os animais em 40 dias. Os camundongos contami-
nados com a cepa de padrio de viruléncia sobre-
viveram até o fim do experimento. A capacidade
de proliferacéio das bactérias mais agressivas e o
nivel de inflamacéo que causavam (atraindo mais
células de defesa) foram téo elevados que deixaram
os pulmdes dos roedores com uma massa de trés a
cinco vezes superior a normal em apenas um més.
A morte dos macrdfagos e o recrutamento de mais
células de defesa para a area infectada destroem o
tecido pulmonar e obstruem os alvéolos, causan-
do falta de ar e tosse com eliminacéo de sangue.
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O papel do ATP nessa inflamacéo exacerba-
da se tornou evidente quando os pesquisadores
realizaram os mesmos testes com camundongos
geneticamente modificados para nfo apresentar
na superficie das células de defesa uma proteina
- oreceptor P2X7 - que reconhece 0 ATP e as co-
loca em ac¢do. O grau de necrose dos macroéfagos
e de inflamac&o nos roedores sem P2X7 foi bem
menor do que nos normais. “Esse resultado res-
ponde a uma questio importante sobre a resposta
imunoldgica ao bacilo da tuberculose”, conta Maria
Regina, que comecou a notar a importincia desse
receptor na morte de macréfagos por necrose em
experimentos com animais com maldria.

Além de ajudar a compreender como as bacté-
rias mais agressivas agem, esses resultados abrem
a perspectiva de que se possa intervir de modo mais
eficiente no combate a tuberculose. “Se conseguir-
mos controlar a inflamacéo por meio de compostos
que bloqueiem a ativacdo do receptor P2X7, talvez
seja possivel ganhar um tempo importante para o
tratamento dos pacientes mais graves”, diz Eduardo.
Nos testes com as cepas mais agressivas, 0s camun-
dongos sem essa proteina viveram de 60 a 110 dias
amais do que os roedores normais. “O controle da
inflamacfo com compostos que ajam no P2X7 néo
elimina a bactéria, mas pode diminuir les6es nos te-
cidos e dar mais tempo para os antibidticos agirem”,
completa. Alguns compostos que atuam sobre 0 P2X7
estdo sendo testados em animais e seres humanos.
Caso seja vidvel, essa estratégia complementar pode
ajudar a melhorar o tratamento das formas agres-
sivas da tuberculose, que hoje dura ao menos seis
meses e exige o uso de quatro antibiéticos diferentes.

Na Uenf, a equipe de Elena e pesquisadores da
UFRJ avaliam a acéio de compostos produzidos
por plantas sobre o crescimento da micobactéria
e a superinflamacéo disparada pelas bactérias hi-
pervirulentas de tuberculose. Hoje se usam anti-
-inflamatérios tradicionais nos casos em que a
tuberculose atinge o sistema nervoso central. Mas
esta pode néo ser a melhor alternativa sempre.
“Usar anti-inflamatdrios com mecanismos de a¢éo
diferentes do convencional, em combina¢do com
antibidticos”, conta Elena, “parece ser o futuro da
terapia para os casos mais graves de tuberculose”.

Projeto

Papel dos inflamassomas na patogenia da tuberculose causada por isola-
dos clinicos hipervirulentos de micobactérias (n° 13/07140-2); Modalidade
Auxilio Regular a Projeto de Pesquisa; Pesquisadora responsavel Maria
Regina D'lmpério Lima — ICB/USP; Investimento R$ 288.936,14 (FAPESP).
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