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Leila Mendonga e Castello Branco coordenaram a equipe que fez o seqiienciamento da bactéria utilizada como vacina contra a tuberculose



Fiocruz e a Fundacao

Ataulpho de Paiva (FAP)

anunciaram a conclusao

de uma importante pes-

quisa para a area de sau-
de publica, o seqlenciamento do
genoma completo do BCG Moreau RDJ,
cepa usada na vacina aplicada no Bra-
sil contra a tuberculose. A partir do es-
tudo, que levou trés anos para ser con-
cluido, sera possivel aumentar a efica-
cia do imunizante, diminuir seus efeitos
colaterais e ampliar o controle de quali-
dade nos processos de producao.

Nos ultimos anos, cresceu muito o
conhecimento dos cientistas sobre o
genoma de bactérias semelhantes a
Mycobacterium tuberculosis, causado-
ra da tuberculose. A partir de técnicas
moleculares e genémicas, associadas a
um extenso levantamento histérico, os
especialistas puderam estabelecer uma
genealogia das diferentes cepas de BCG
(bacilo de Calmette e Guérin) e identi-
ficar fatores que interferem em sua capa-
cidade protetora contra a doenca.

"Estudos anteriores demonstraram
que, quando comparados ao genoma
completo de M. tuberculosis, cerca de
129 genes estdo ausentes do genoma
de varias cepas de BCG”, conta uma
das coordenadoras do projeto, a far-
macéutica Leila Mendonca Lima, do
Departamento de Bioquimica e Biolo-
gia Molecular do Instituto Oswaldo
Cruz. “No entanto, esses trabalhos,
embora valiosos, ndo sdo capazes
de identificar alteracoes mais
sutis entre as diferentes ce-
pas —como mutacdes pon-
tuais ou pequenas dele-
coes e insercdes —, aces-
siveis apenas através do
sequenciamento com-
pleto do genoma”.

Ainda segundo
Lima, mesmo muta-
coes pontuais podem
influenciar na variacao
da capacidade vacinal
do BCG. “Isso ficou cla-
ro nas cepas derivadas a
partir de 1927, por exem-
plo, que perderam a ca-
pacidade de sintese de 4ci-
dos metoximicolicos, um tipo

de acido micdlico que integra a pare-
de celular das micobactérias, por cau-
sa da mutacao de um Unico nucleoti-
deo, o que pode estar associado a um
decréscimo na sua viruléncia”.

Além disso, a variacdo da capaci-
dade protetora do BCG observada nos
diferentes ensaios clinicos realizados
nao se deve unicamente a cepa de
BCG utilizada: alguns estudos demons-
traram resultados contraditérios em
casos de utilizacdo da mesma cepa em
diferentes paises. Portanto,
pode-se concluir que
outros fatores desem-
penham papel impor-
tante na qualidade
das vacinas, como a
preparacao da mes-
ma, as caracteristicas
genéticas da populacdo
aserimunizada e o pa-
dréo prévio de infec-
¢do por outras micro-
bactérias comuns no
meio ambiente.

Com o sequen-
ciamento comple-
to do genoma do
BCG Moreau-

RDJ, os pesqui-
sadores terdo
um conheci-

mento detalhado sobre esta cepa
vacinal, incluindo aspectos de sua evo-
lucdo, caracteristicas de viruléncia e
sobrevida. Tudo isso proporcionara in-
formacoes suficientes para aperfeicoar
a vacina e aumentar sua seguranca.

Vacina ficara
mais segura

O trabalho comecou em 2004, com
a construcao de duas bibliotecas geno-
micas. Nessa etapa, a partir da cultura

de BCG Moreau-RDJ

fornecida pela FAP e

originada em 1930, os

pesquisadores extrai-

ram o DNA do bacilo

e dividiram-no em

pedacos menores

gue foram inseri-

dos em plasmideos

(moléculas de DNA

circular) para serem

clonados em bactérias (E.

coli). Em seguida, os frag-

mentos foram seqienciados

e analisados em compu-

tadores para colocé-los na or-

dem correta, até formar o ge-
noma completo da cepa.

Apds a conclusao do trabalho,

0s pesquisadores selecionaram as

partes mais importantes do DNA do

BCG para depositar a patente corres-

pondente — no Brasil, ndo é permiti-

do patentear o genoma completo de

nenhum organismo. A préxima eta-

pa, ja em andamento, é o desen-

volvimento de um kit de avalia-

¢ao da qualidade, por meio da

verificagdo genética, das va-

cinas atualmente utilizadas.

" As formas de controle que

temos hoje, embora efici-

entes, sao caras e traba-

lhosas”, alerta Lima. “O

novo método, a partir da

tecnologia molecular, vai

facilitar e baratear o pro-

cesso”. Serd possivel, por-

tanto, criar mecanismos de

avaliacdo genémica do BCG

produzido que permitirdo ga-

rantir a estabilidade genética e

a qualidade em diferentes con-

digbes de producao e estocagem.







e |aboratorial do qesenvolw-

'ﬂ'fénto do kit de controle deve estar pron-
em 2007. Em seguida, os pes-
studardo a validacao dos

rotineiras, evitando falsos-positivos e
outras imprecisdes. Por fim, a tecnolo-
gia sera transferida para a FAP, que po-
derd usa-la no controle de qualidade da
producao da vacina.

Além do controle de qualidade, a pré-
pria eficacia da vacina podera ser amplia-
da, além de reduzir seus efeitos colaterais:
“com o genoma completo da cepa
vacinal, sera possivel melhorar a vacina
por meio de técnicas da engenharia ge-
nética, ‘ligando’ ou ‘deletando’ genes de
acordo comsua funcdo”, co

resultados dessa
caminho para a
elaboragao de vacinas recombinantes, ou
seja, que contenham, inseridas no BCG,

genes que codificam antigenos relacio-
nados a outras enfermidades. A insercao
desses genes aumentaria o poder de
protecao da vacina, que podera conferir
imunidade a diferentes doencas. “Pode-
mos aproveitar as vantagens da nossa
vacina de BCG, que é barata e a Unica
no mundo aplicada por via oral, paraimu-
nizar criangas contra outras doencas,
como tétano, leishmanioses e varicela”,
sugere Castello Branco.

Hoje, a vacina de BCG ja é utilizada
para o tratamento do cancer superficial
de bexiga porque, quando aplicada
diretamente sobre o érgao doente, o
imunizante gera resposta imunolégica
capaz de controlar a neoplasia. A des-
cricdo de seu genoma possibilitara o
avanco dessa e outras pesquisas relacio-
nadas a acdo do BCG contra doencas
como asma, meningites e hanseniase.

Doenca atinge
principalmente pobres

Embora nao tenha, nos meios de
comunicacao, destaque semelhante

ao oferecido a doencas como den-
gue e Aids, a tuberculose é um pro-
blema grave no Brasil: atinge cerca
de 100 mil pessoas por ano, sobre-
tudo entre as classes menos favore-
cidas, ja que sua proliferacao esta
intimamente relacionada as con-
dicdes precarias de vida, como a
aglomeracdo de muitos individuos
vivendo em um mesmo coémodo.

Causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis (também conhecida
como bacilo de Koch), a doenca é
transmitida pelas vias respiratorias,
por meio de goticulas de escarro eli-
minadas pelo enfermo quando este
tosse ou espirra. Seus principais sin-
tomas sao tosse prolongada pol
mais de trés semanas, mesmo sem
febre, catarro, febre acompanhada
de muito suor, perda de apet| ‘
emagrecimento.

O tratamento indicado, a b
de antibioticos especificos, € 10(
eficaz se seguido corretamente
cerca de seis meses.




IMUNOBIOLOGICOS

Diagnostico de
tuberculose infantil
ganha aliado

Bruna Cruz

diagndstico da tuberculose
infantil, problema de sau-
de publica que atinge 1,3
milhdo de criancas por
ano no Brasil, ganhou um
aliado de peso. Pesquisadores do Centro
de Pesquisa Aggeu Magalhaes (CPgAM),
unidade da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) no Recife (PE), validaram tes-
tes diagndsticos moleculares para a
identificacdo do 1IS6110, um elemento
genético da Mycobacterium tuberculosis,
bactéria causadora da doenca. Os tes-
tes apresentaram resultados promis-
sores no diagnostico de alta complexi-
dade da tuberculose, como é o caso
da tuberculose infantil e da tuberculose
extrapulmonar, por meio da analise de
amostras de sangue.

O método apresenta especificidade
de 100% (capacidade descartar o
contagio pela tuberculose) e 92,6% de
sensibilidade (capacidade de confirmar
a doenca) em menores de 15 anos de
idade. Além de serem sensiveis e
especificos, os novos testes sao mais
rapidos e levam, em média, 24 horas
para dar o resultado, enquanto para
se obter o resultado da cultura se leva
de seis a oito semanas. Os resultados
obtidos com os testes ja foram apresen-
tados em vérios congressos cientificos
e a equipe responsavel tem a perspec-
tiva de publica-los em breve em revistas
cientificas de alto impacto.

“As variaveis das técnicas estuda-
das foram capazes de detectar uma
quantidade de DNA menor a existente
em uma célula bacteriana, ou seja, a
presenca de apenas um bacilo pode
ser suficiente para indicar que o paci-
ente tem a doenca”, comentou Haiana
Schindler, coordenadora do estudo e

pesquisadora do Departamento de
Imunologia do CPgAM. De acordo com
a literatura médica, esses métodos
moleculares chegam a apresentar
sensibilidade superior a 90% para a
deteccao da infeccdo em adultos, mas,
até entdo, nao tinham sido testados em
criancas. Em média, os métodos
convencionais — baciloscopia e cultura
— detectam a presenca da bactéria em
aspirado gastrico (melhor material para
identificacdo da doenca entre criancas,
sobretudo nos menores de 6 anos que
nao tém capacidade de expectoracdo
do escarro) em apenas 5% e 40% dos
casos, respectivamente.

A pesquisa validou testes mole-
culares baseados no método de
Nested-PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase), técnica que amplifica
um trecho especifico do DNA da bac-
téria em milhares de vezes, em
criangcas com suspeita de tuber-
culose. O objetivo foi
aperfeicoar a meto-
dologia para a detec-
cao precoce dos ca-
sos de tuberculose
infantil e de formas
paucibacilares da
doenca, ou seja, nos
Casos em que a pre-
senca do bacilo no
organismo é muito
baixa, como ocorre
com a tuberculose
extrapulmonar. Esse
tipo da doenca pode
ocorrer nos ganglios
linfaticos, no sistema
urogenital, nos os-
s0s, nas articulagdes,
no figado, no baco,
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no sistema nervoso central e na pele.

O estudo foi realizado com amos-
tras sanguineas de 117 criancas de
ambos 0s sexos com idades entre seis
meses e 14 anos e nove meses (média
de 6,5 anos), atendidas no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Per-
nambuco (HC/UFPE), no Hospital Bardo
de Lucena e no Instituto Materno Infan-
til Professor Fernando Figueira (Imip).

Os pacientes foram divididos entre
0s que apresentavam manifestacoes
clinicas (tuberculose doenca), 41
criancas, e os sem manifestacées clini-
cas (tuberculose infeccdo), 21 criancas.
Outras 15 criancas, negativas para
tuberculose, funcionaram como grupo
controle. Do total de pacientes com
suspeita da doenca, 62 tinham suspeita
de tuberculose confirmada pelo médi-
co, 32 tinham tiveram a doenca des-
cartada pelo especialista e oito ndo
retornaram aos servicos.

Teste para tuberculose apresenta especificidade de 100%



