it
IR
| .'3 )

A

Reuniao Magna da Academia
Brasileira de Ciencias 2010

MICOBACTERIA PATOGENICA
Tuberculose

Afranio Kritski — FM/UFRJ; Rede TB
Rio de Janeiro, 03 de maio de 2010



REDE-TB o
Topicos

1.Historico Mundial
« VacinaBCG - 1906, Drogas — 1946

« Controle de TB sem pesquisa (década 70)
o Estratégia DOTS (1993)
 Plano Global Stop TB/WHO incorpora pesquisa (2006)

2. Pesquisa nos Paises em Desenvolvimento:
« Em nivel global

» No Brasil

3. Perspectivas
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TB Mortality Trend, 1750—1945
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Figure 106. Mortality from tuberculosis in London, Stockholm, and Hamburg, modeled from
available data. Figure reproduced with the permission of the American Thoracic Society / American
Lung Association from [399].

From: Rieder HL. Epidemiologic Basis of Tuberculosis Control. 1999. IUATLD.



Periodo Descoberta de drogas anti-TB -
1940-1970

 Novas drogas
— Queda da Mortalidade

— Cura 95% (projetos de pesquisa: ensalos
clinicos explanatoérios: eficacia, fase Ill)

— Os estudos nao foram realizados em condi¢coes
de rotina (ensaios clinicos pragmaticos)

e TB tem cura (ainda mais com rifampicina e
Isoniazida)

e Homem venceu o bacilo




Periodo Homem venceu o bacilo

1960-1980
* Pesquisa nao € mais necessaria

— Universidades se afastam

— Baixa prioridade no ensino sobre TB

— Importante usar as ferramentas de controle (baciloscopia,
tratamento ambulatorial)

* Diagnostico e Tratamento de TB deve ser
realizado em Unidades Basicas de Saude
— Fechamento dos Sanatorios

e Sociedade Civil Organizada deixa de se

preocupar com agravo controlado
— ONGs de TB fecham
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Década 60-80

Nos paises em
desenvolvimento

* Pesquisa e Ensino em TB (menos valia)

* Priorizado doencas tropicais e outras

(hoje denominadas negligenciadas)



A partir de 2001
TDR-OMS

* Inclul TB na lista de prioridades como
doencas negligenciada

« Mantida a priorizacao de doencas
tropicals e outras



Criacao Stop TB Initiative -2001

1.Missao aumentar visibilidade da TB em parceria
com OMS

2.Financiamento foi maior para pesquisa basica e
acoes de controle (NIH, EU, Fundo Global,
Gates)

3.Raros financiamentos para pesquisa aplicada,
clinica, operacional, incorporacao tecnologia



Epidemiologia Global

* Incidéncia (novos casos TB): 9,4 milhdes (22 mil/dia)

 Mortalidade associados a TB: 1,8 milhoes (520mil
por TB/HIV)

500 mil casos de MDR/ano (apenas 30,000 — 8,5%
diagnosticados)

 TB latente: 2 bilhdes (33% da populacéao)

WHO. Global tuberculosis control: epidemiology, strategy, financing. World Health Organisation, Geneva,
2009. Update, http://www.who.int/tb/publications/global _report/2009/update/en/index.html

WHO, 2009

WHO. Global tuberculosis control: surveillance, planning, financing. In: WHO r, ed. Geneva, 2009; pp. 1-
294,



ESTRATEGIAS
OMS — STOP TB — FUNDO GLOBAL - 2006

Ampliar Estrategia TS-DOTS
Controlar a co-infec¢cao TB/HIV e a TB-MDR

Contribuir para o fortalecer sistema de saude

Todos os provedores: publicos e privados

Estimular a mobiliza¢ao dos doentes e
comunidades

Fomentar e promover pesquisas




UPDATE - Stop TB — WHO Strategy

Movement Research Task Force — 40th World Congress
(Cancun/Mexico, Dec 06, 2009)

Promote research
 Applied Basic Science towards the development of new drugs,
vaccines and diagnostic tests

e Operational and Health System Research — how to incorporate new
tools in the Health System
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2. Pesquisa nos Paises em Desenvolvimento:

« Desenvolvimento e Avaliacdo da incorporacao deste
conhecimento cientifico

 Plataforma da OMS (desenvolvimento-avaliagao) — como esta
sendo utilizada?

« Atores/protagonistas chaves — agentes de mudanca de
comportamento

 Plataforma de Rede em Pesquisa para TB — estudo de caso Rede
B



Fases na avalla(;ao de testes diagnosticos

~

Fase | — dese anré-clinica

Inanciamentos disponiveis: interesse em publicar, teses

e obter certificado da agéncia reguladora

e 3 acesso ao mercado

Raros financiamentos: baixo interesse dos Governos,
Academia e Sociedade Civil



Como tem sido a producao

de conhecimento cientifico

em TB no Brasil nas ultimas
décadas ?7?



Experiéncias Programas Pesquisaem TB

e 1992 — 2001: Qtrop — 1B

e 1999 — 2001: Centros de Exceléncia - TB

QTROP-TB/Programa de Quimica Fina para o Combate a Tuberculose. UFRJ,
FINEP, Rio de Janeiro, 1994.
CRPHF-MS, Coppe-UFRJ, Construcao de uma rede de exceléncia de combate a
tuberculose aglutinando esforcos dos trés niveis de governo, da sociedade e de
universidades.



Publicacdes em TB quanto ao tipo de estudo e
abordagem metodoldgica (1984 — 2006)

Modelo de estudo Abordagem Total

31 Quantitativa Qualitativa Total

Descritivo 291 27 318
Sintese-Interpretativo/Revisao 78 0 78
Relato casos caso(s) 90 0 90

Béasica Aplicada 177 0 177

Basica Pura 141 0 141
Transversal 58 0 58
Caso controle 43 1 44
Coorte 32 3 33
Operacional /Efetividade 40 4 44
Experimental 24 2 26
Modelo Matemético 15 0 15
Ecoldgico 13 0 13
Tecnologia / patentes 2 0 2

Total 1017 37 1054

Kritski et al. Revista Saude Publica, 2007, 41 (supl 1)



Periodo 1990 a 2000

1. Predominio de estudos descritivos
Ou pesquisa basical/aplicada.

2. Escassos estudos sobre avaliacao e
impacto do conhecimento cientifico
produzido



Resultado da auséncia de Politica de
Ciéncia Tecnologia e Inovacao no Pais

“Amigo " Urso dos -
_Paises do Hemisfério Norte

—

BB ' 4 Teses/ Publicacdes em revistas indexadas po
= , 1 pesquisadores de paises em desenvolvimentg
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Area: 8,514,876.599 km?2
Populacao: 189,334.191 habitantes
26 Estados e Distrito Federal

Como coordenar os esfor¢cos de modo organizado num pais de dimensdes continentais com
enormes disparidades sociais e econdémicas




PESQUISA NO SISTEMA DE SAUDE(1994-2001)

MCT

Sociedade Civil

In,da_stria MDIC Pesquisadores
Publica ABC, ABM, ONGs

::;]rsl\t/?adei Conselho Saude
9 Soc. Médicas/Inst Relig

AUSENCIA DE COORDENACAO EM PESQUISA NA
AREA DE TUBERCULOSE

/ \ Universidade

Sistema Saude| MS MEC | Escolas Técnicas

MCT: Ministério de Ciéncia e Tecnologia; MS: Ministério da Sdude MEC: Ministério da Educacéo
MDIC: Ministério de Industriae Comércio



CRIACAO DA REDE-TB EM
5 DE OUTUBRO DE 2001
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Rede TB

Rede de diferentes pesquisadores e Instituicoes que atuam
de modo coordenado para alcancar mesmo objetivo:
Controle de Tuberculose no Brasil

e Universidades
e InstituicOes de Pesquisa
e IndUstrias

e Governo
— (Ciéncia Tecnologia, Saude, Educacéo, etc)

 Sociedade Civil

— (ONGs, Conselhos de Saude, AssociacOes de Classe/ Sociedades
Medicas, Inst. Religiosas, etc)



WREDE-TE

eIntegrar Areas de Coordenacao

e 44 Instituicoes



:‘:REDE.',B PESQUISAE COMBATE A TUBERCULOSE

Areas de Coordenacéo

Pesquisa Basia
e Patogenia

Mobilizagio

Tuberaulose
e HIV

Transferéndia
de Tecnologia



:‘&REDE.',B PESQUISAE COMBATE ATUBERCULOSE

Integrated Strategies for TB control that incorporate
different areas




“aREDE-'B

| Vaccines: Luis Roberto Castello Branco — IOC-Fiocruz
Drugs: Diégenes Santos — PUCR/RS

Clinical Trials: Anete Trajman — UGF-RJ

Diagnosis: Afranio Kritski — PAT-UFRJ

Epidemiological: Antonio Ruffino Netto - FM-RP-USP

Operacional Studies: Tereza Villa— EE-RP-USP

President
Anete Trajman - UFG

Vice- President
Martha Oliveira - UFRJ

TB/ HIV/ AIDS: Valéria Rolla — IPEC-Fiocruz

' Human Resources: Jose Lapa Silva — PAT-UFRJ

Social Mobilization: Nadja Faraone — Rede Paulista-SP

Basic Science — Moises Palaci— UFES-ES

Managerial — Quality - Ethel Maciel — UFES-ES

www.redetb.org
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Basic Research

TUBERCULOSIS 3081 MANAGEMENT RESULTS

Institutions involved in the Basic
Research area

Amazonas
INPA Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia

Espirito Santo
UFES Universidade Federal do Espirito Santo

Pernambuco
FIOCRUZ-PE Funda¢éo Oswaldo Cruz

L] * E % : M
Rio de Janeiro PE

FIOCRUZ-RJ Fundagao Oswaldo Cruz
UFRJ Universidade Federal do Rio de Janeiro
UENF Universidade Estadual Norte Fluminense

Rio Grande do Sul

LACEM-RS Loboratorio Central

Sao Paulo ¢
UNIFESP Universidade Federal de Sao Paulo

FMRP-USP Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto USP

FCFRP-USP Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo Preto USP
IB Instituto Butantan SP
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Vaccines

TUBERCULOSIS 3081 MANAGEMENT RESULTS

Institutions involved in the
Vaccine area

Espirito Santo
UFES Universidade Federal do Espirito Santo

Minas Gerais
UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

Pernambuco
FIOCRUZ-PE Fundacao Oswaldo Cruz

- - m
Rio de Janeiro PE

FIOCRUZ-RJ - Fundagéo Oswaldo Cruz
UFRJ Universidade Federal do Rio de Janeire
UENF Universidode Estadual Norte Fluminense

Sdo Paulo

UNIFESP — Universidade Federal de Sao Paule SP
FMRP-USP Faculdade de Medicina de Ribeirao Prete USP
FCFRP-USP Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto USP

IB Instituto Butantan SP

UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas

UNESP - Universidade Estadual de Sédo Paulo - Botucatu SP
FMUSP — Faculdade de Medicina da USP SP
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. TUBERCULOSIS 4031 MANAGEMENT RESULTS

REDE-TB

Rede s Mission
Support
Participants

Infrastructure

AREA

New drugs

Institutions involved em
R&D of new drugs for TB

Amazonas

INPA Instituto Nocional de Pesquisas do Amazonia

Cearad
UFCE Universidade Federal do Ceara

Pernambuco
UFPE Universidade Federal de Pernambuce

Rio Grande do Sul

PUC/RS - Pontificia Universidade Catdlica RS
IB/UFRGS Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Santa Catarina
UFSC Universidade Federal de Santa Catarina

<

Sao Paulo " sC
FMRP-USP Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto USP

FCFRP Faculdade de Ciéncias Farmaceuticasde Ribeirao Preto USP

UNESP Universidade Estadual de Sao Paulo Rio Clare

UNESP Universidade Estadual de Sao Paulo Sao José do Rio Preto

UNICAMP Universidade de Campinas

UFSC Universidade Federal de Sao Carlos

IQUSP Instituto de Quimica da USP

IB - Instituto Butantan
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Diagnosis

Institutions involved in the
Diagnostic area

Amazonas
INPA Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia
UFAM - Universidade Federal do Amazonas

Espirito Santo
NDI/UFES - Universidade Federal do Espirito Santo

Minas Gerais
UFMG/MG - Universidade Federal de Minas Gerais MG

Pernambuco
UFPE/PE — Universidode Federal de Pernambuco
CpgAM-FIOCRUZ - Fundogao Oswalde Cruz PE

Rio de Janeiro

IOC/FIOCRUZ - Instituto Oswaldo Cruz RJ h ' L H at
UGF/R] - Universidade Gama Filho RJ : ' - j _
NESC/UFRI - Universidade Federal do Rio de Janeiro RJ PE

IDT/UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro
FAC FARMACIA - Universidacde Federal do Rio de Joneiro RJ
IM/UFRI Instituto de Microbiologio RJ

IBCCF/UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro RJ &
. ; S
Rio Grande do Sul
PUC/RS - Pantificia Universidode Caotolica RS *J
CDCT/FEPPS/RS
UFRS - Universidade Federal do Rio grande do Sul RS
Sao Paulo
FMRP/USP - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

CRT-AIDS/SES/SP - Secretaria Estadual de Salde SP
IAL/SES/SP - Secretaria Estadual de Sadde SP
IEER/SES/SP — Secretaria Estadual de Saude SP
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REDE-TB

Support Clinical Assays Development
Participants Local Network
Infrastructure

AREA

/f\ . UFRJ
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Vi

LACEN-ES

Lab. Cariacica
Clinical Studies Lab. Serra

Lab. Vitoria

Lab. Vila Velha
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Clinical
Operational

TUBERCULOSIS REDE-TB

MANAGEMENT RESULTS

Institutions involved in
the Operational Clinical area

Sao Paulo

FMRP-USP Faoculdode de Medicina de Ribeirao Preto USP
CRT/AIDS SP Centro de Treinamento
HCFMRP-USP Hospital das Clinicas da FMRP-USP
EPM-UNIFESP Universidade Federal de Sao Paule
FM-USP Foculdade de Medicina da USP

FSP-USP Faculdade de Sadde Puablica da USP
SMS-5P Secretaria Municipal de SaludeSao Paulo
INSTITUTO DA CRIANCA-USP

EERP-USPEscolade EnfermagemdeRibeiraoPreto USP
UNICAMP

EEFM-SJ.R.PRETO

EE-USP Escola de Enfermagem da USP

FMB-UNESP Faculdade de Medicina de Botucatu
ICF-SP Instituto Clemente Ferreira

HSP-SP Hospital do Servidor Publico SP

FELASP Federacéo das ligas Anti-Tuberculose SP
SES-SP Secretario Estadual de Saude SP

FM-PUC SOROCABA

FM-UNICAMP Fac. Medicina da UNICAMP

I. ADOLFO LUTZ-SP ¢
FFRP-USP Faculdade de Filosesfio de Ribeirco Preto USP

Goias
UFGO Universidade Federal de Goidnia
SES-GO Secretaria Estadual de Salde de Goids
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Human Resources

Strategies for Human Resources Training

TRAINING LEVELS

International Collaboration
ICOHRTA Project — NIH -USA

Level 3 -
Advanced Training Courses

Level 2 - 2 week courses using
the Health System Research Method
and small competitive help for field research.

Level 1 - 1week courses aiming at giving epidemiologic
and scientific methodology notions to professionals working in the
health systems, enabling them to participate in operational research projects.
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MANAGEMENT

Community Mobilization

Community Mobilization

Mobilizing local communities
Promoting healthy behavior
Mobilizing patients

Providing advocacy training to health
officials

PN E

Private Sector Partnerships
5. Involving NGOs & civil society
6. Involving businesses
7. Enhancing web & electronic information
sharing

Global Advocacy
8. Branding, marketing and monitoring
9. World TB Day and other publicity campaigns
10. Increasing media coverage
11. Involving celebrities
12. Political advocacy
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MANAGEMENT

Administrative Center

Development
and technology Management
Innovation

transfer through national =
' network _=_E=

Human
resources training
program

Total quality

Governamental and
sectorial politics
interaction

Media
interaction

Bioethics

Working with
strategy and
defined priorities

International
insertion

Public and
private company
inferaction

[
I
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UNIVERSITY / COMPANIES

Workshops

General INTERACTION UNIVERSITY COMPANY

Technolo regjond!
’rrunsfergy Development Strong
Entrepeneural
Vision
Number of
related
patents Business
Perspective
Technology
domain

Partnerships, Products with technols

Advanced Poles, academic, e

Incubators social and



SUMARIO DE ATIVIDADES REDE TB

2002: Instituto Milénio —1  [12 Rede na area Biomedica]

o 2002: | Workshop Nacional da Rede-TB

e 2003: Criacao 1°. Forum ONG-TB e Parceria Brasileira de TB

o 2004 | Encontro Nacional TB (Rede TB, SBPT, PNCT-MS)

o 2004 Decit-MS — Coordena projetos TB

o 2004 Participa da Conferéncia Nacional de CT & IS

e 2005: Instituto Milénio — 2
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SUMARIO DE ATIVIDADES REDE TB

e 2007: Comité Técnico Assessor SVS-MS

o 2008: Agenda Nacional Pesquisa em TB (Fiocruz, SVS, Decit-MS)
e 2008: Acordo ABC com Academia Brasileira Ciéncias

o 20009: | Oficina Pesquisa Inovacdo em TB (Fiocruz, SVS, Decit-MS)
o 20009: Instituto Nacional Ciéncia Tecnologia— TB (CNPq)

e 2009: Plataforma Avaliacao Incorporacao Teste Diag em TB
(TDR-OMS, FIND, Fiocruz, Fundacao Gates, SVS-Decit-MS)

e 2010: Elaboracdo Plataforma de Pesquisa em nivel Mundial — OMS
(basica, aplicada, clinica, operacional, sistema saude)



Editais tematicos em DN

Ano Edital Recursos
2003 Rede Tuberculose RS 1,9 milhoes
2004 Dengue RS 945 mil
2005 Hanseniase RS 2,5 milhoes
2006 Doencas negligenciadas® R$ 17 milhdes
2008 Doencas negligenciadas R$ 22 milhdes
2009 Rede Malaria RS 15,4 milhdes
2009 Rede Dengue R$ 22,7 milhdes

ADiferentemente do edital de 2008, o edital de doencas ne-
gligenciadas de 2006 ndo incluiu esquistossomose.

Fonte: Rev Saude Publica 2010, 44(1):200-202



| Oficina sobre Inovacao em Saude

« Implementacao de estratégias no controle da
tuberculose, a perspectiva de novas vacinas, novos
testes de diagnosticos e esquemas terapéuticos,

« AcOes Iinovadoras para a assisténcia a saude tém sido
implantadas no pais, permitindo ao PNCT iniciar a
descentralizacao de suas acdes para servicos na rede
do SUS.

Abril 2009

“http://www.ensp.flocruz.br/portal-
ensp/noticia/index.php?1d=16217




| Oficina sobre Inovacao em Saude

 “Fomento da pesquisa em saude nao acompanhou essa
tendéncia. Pesquisas foram definidas pelos gestores do
Ministério da Saude sem envolvimento do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia e o Ministério da Educacéao”

« “Implantacdo de uma plataforma de avaliacao clinica de
novos produtos para a tuberculose, para avaliacao da
pertinéncia de sua incorporacao ou nao ao Sistema
Unico de Saude e sociedade civil, que também incluam
ensaios clinicos pragmaticos e estudos de efetividade
em diferentes cenarios epidemiologicos".

Abril 2009

http://www.ensp.flocruz.br/portal-
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Portfolio da Rede TB

 Novas moléculas

« BCG * Novas Moléculas « BCG via oral
recombinante « BCG via oral » Teste diagnoéstico

» Testes » Testes  PCR-RS
Diagnosticos diagnosticos » Lateral flow

Projetos Projetos Projetos

2010

Ensaio pragmatico
Avaliar Impacto SUS

Extenséo geografica
Teste Diagnadstico
PCR-RS
GeneXpert
Fita Hain
MGIT960

Projetos



INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIA E TECNOLOGIA EM TUBERCULOSE

INCT-TB: from scientific research to solutions
(Rational approach to developing drugs to treat and vaccines to prevent TB, and diagnostic tools to detect Mycobacterium tuberculosis)

'

Drugs

(Rational design - defined molecular targets)

v

'

Experimental Virtual Screening

approach (dry-lab)

(wet-lab) (CPBMF* and Walter Azevedo******)

(CPBMF*) i
Function-based /

Molecular Biology, Protein Chemistry,
Kinetics, Thermodynamics, and
Spectrometry
(CPBMF¥)
4

!

1QGs
(a defined hit)

v

Chemical synthesis
(Luiz Lopes**)

Structure-based

(molecular modeling, X-ray chrystallography)
Note: chemical synthesis of best hits for further function- and

structure-based studies

(CPBMF*, Walter Azevedo******)

v

.

Vaccines

v

Defined mutant strains

.

M. tuberculosis
(CPBMF*)

M. Bovis BCG Moreau RJ
(Castello Branco****)

:

Pre-clinical studies
(CPBMF* and Calixto***)

Gene knockout
(auxotroph mutants)

v

Pharmacologlcal tests

Pharmacodynam|cs

v

Gene knockin
(super-expression
of antigens)

Gene knockout
(auxotroph mutants)

Protection and immunology studies
(CPBMF*, Calixto***, and Castello-Branco***)

Pharmacokinetics

Toxic

ology

Who is Who?

* CPBMF-PUCRS - PUCRS-RS

** | uiz Lopes — UFC-CE

*** Jodo B. Calixto — UFSC-SC

**x*x Castello-Branco — FIOCRUZ-RJ
*kk José Aparicio Funck — PUCRS-RS
*xxxkk \Walter F. Azevedo Jr — PUCRS-RS

v

in vitro

:

safety studies

in vivo toxicology

.

Acute

h 4

M. Bovis BCG Moreau RJ: oral
(Castello Branco****)

Formulation
(tablets — oral route)
(José Aparicio Funck****)

Chronic

Phase-l and —Il clinical studies to be
carried out in the near future (not part of

this project)




(Rational approach to developing drugs and vaccines to treat TB, and diagnostic tools to detect and
diferentiate Mycobacterium tuberculosis)

v

Immunopathogenesis Area

Diagnosis Area

Vaccine
Area

Ferrazoli — IAL-SP
Rossetti — FEEPS

Gene-gene and
Gene
Environment
interaction
Bioinformatic

DeGrave/
Suffys-FioCruz

Development of
molecular
protoype for Development of
XDR-TB and molecular KITt for
most virulent Drug Sensitive TB
Mtb Strain (ELISA)
Oliveira/Suffys With Industry
UFRJ-FioCruz Interaction
Rossetti - FEEPS

Oliveira-UFRJ

g v
>

Development of
molecular KIT fo

MDR-TB
(Dot-Blot; ELISA|

Vaccine
Area

Vaccine
Area

‘_

Immunological

Lapa Silva — UFRJ

Sampaio/Saad
FioCruz

\ 4

with Industry

Cohort Studies ;
Rossetti - FEEP

Drug Sensitive
TB, Drug
Resistant TB, TB
close contacts
1. Arruda-
FioCruz SES
Bahia
2. Kritski -UFRJ
SMS-RJ - ltaborai
3. Picon SES-RS
4. Dietze
NDI-UFES

Development of

Immunogenetic
studies
Oliveira/Kritski —
UFRJ

molecular
Prototype for

TB infection and TB
disease Markers

| Oliveira — UFRJ

v

INDO-Brazail
2008

"y

v

> X

g

Lipidomic
Plataform
Oeleman-UFRJ

Proteomic
Plataform

Lima/DeGrave

-Fiocruz

Development of
immunoserology
prototype for
(ELISA)
Kipnis - UFGO,
Oeleman —-UFRJ
Soccol- UFPR

1

Protein
Development of Production
(r?:\li\r/] ;isé) <4—— Plataform
Socool- TecPar
Soccol - TecPar

Development of
immunoserology
KIT for
(lateral flow)
Buhrer - UFGO

\

v 1

Recombinant

A 4

Cohort Studies

TBHIV-, TBHIV+
close contacts and

volunteers

vaccinated by BCG

1. Arruda/

FioC ruz SES//Bahia

2. ~Kritsi
UFRJ- SMS-RJ
Itaborai
3. Kipniso
UFGO,

4. Rolla-IPEC-
Fiocruz

5. Trajman— UFG

6. Dietze-UFES

Lab
Palaci

TB reference

NDI-UFES

'

Palaci

Development of
Prototype
Membrane

—ppFiltration System

NDI-UFES

’

Diagnostic tool validation — Phase I/ Ill and IV — Kritski-Mello-Dalcolmo-Durovni-Fonseca-Trajman-Rolla (RJ), Dietze (ES),
Picon (RS), Galesi (SP), Marinho (BA), Barreto (CE), Rabahi (GO), Spindola Miranda (MG), Gabardo (PR)




-REDE-IB

RESEARCH LINES:
Immunopathogenesis and Diagnostic Areas

1. Biological markers (micro and immuno) for vaccine
efficacy, cure and relapse of TB;

2. Immune and genetic host factors associated to the disease
development and control

3. Ecology, physiology, genetic e virulence of MTB
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*Genetic mechanisms associated with resistance to anti-TB drugs

*Molecular epidemiologic studies pursuing the analysis of Mtb genetic variability and virulence in
different regions of Brazil

*Virulence studies using animal models (Brazil and Mexico)

*Characterization of new antigens for vaccines and diagnostic tests

* |ldentify markers related to response for anti-TB treament and relapse

* Analysis of TB patients (pulmonary and extrapulmonary) and their close contacts in order to identify
imunologic and genetic markers associated with the development of TB disease and TB infection
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Vaccines

MANAGEMENT RESULTS

TUBERCULOSIS REDE-TB

Research and development of
new vaccines for tuberculosis

Basic Clinical
Research >DEVEI°pmem>> Studies >

Types of vaccines and concepts in development

DNA Vaccines Subunit vaccines

recombinant BCG

Structure the surface of BCG that looka like
part af Maningitis and Influenza

- Multipurposs Vaccing [
. - 3

e v R

- * &l - L

e = # @& Cyvokines
Cytakine e | C‘""El'lll"rs|lil_lmalfr‘;:|:|gn|l.1|:|r-|:‘l‘-I
Influenza Mc,ngnluq:\l
Gene
. .

Antigens: HSP65, MCE2, ESAT6, 85A, MPB83, MPB70, TPX, PLCa
“Prime Boost Concept”
Fusion Proteins (genic or subunits)




A vacina oral liquida

A vacina oral liquida BCG Moreau RDJ € bem tolerada e induz, de
forma reproduzivel, uma resposta imune mediada por células com um
perfil do tipo 1 de linfocitos T auxiliares.

*A capacidade manifesta da preparacao liquida de induzir respostas
primarias para antigenos secretados sugere que a linhagem BCG
Moreau RDJ pode ser um vetor Util para a entrega de antigenos
homologos e heterélogos na BCG recombinante como um sistema de
administracéo tanto na iniciacao como no reforco imune.

ao contrario da administracado parenteral, a administracao oral de rBCG
nao induziu uma forte resposta de células T secretoras de IFN-
circulantes para antigenos inseridos de M.

tuberculosis na vacina

Selecionar antigenos de BCG para superexpressao - A selecao dos
genes de interesse para a super-expressao em M. bovis BCG Moreau
RDJ foi feita baseada nas analises do genoma e proteoma da
respectiva recombinantes contra a tuberculose
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Rede s Mission
Support
Participants

Infrastructure

AREA

New drugs

Institutions involved em
R&D of new drugs for TB

Amazonas

INPA Instituto Nocional de Pesquisas do Amazonia

Cearad
UFCE Universidade Federal do Ceara

Pernambuco
UFPE Universidade Federal de Pernambuce

Rio Grande do Sul

PUC/RS - Pontificia Universidade Catdlica RS
IB/UFRGS Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Santa Catarina
UFSC Universidade Federal de Santa Catarina

<

Sao Paulo " sC
FMRP-USP Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto USP

FCFRP Faculdade de Ciéncias Farmaceuticasde Ribeirao Preto USP

UNESP Universidade Estadual de Sao Paulo Rio Clare

UNESP Universidade Estadual de Sao Paulo Sao José do Rio Preto

UNICAMP Universidade de Campinas

UFSC Universidade Federal de Sao Carlos

IQUSP Instituto de Quimica da USP

IB - Instituto Butantan



aREDE-IB FrcESQUISAECOMBATE ATUBERCULOSE
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Discovery of New anti-TB compounds using screening strategy

SCREENING DESCOBERFTA DE
ALEATORIO NOVOS FARMACOS
COMPOSTOS E PRODUTOS
SINTETICOS NATURAIS
J SCREENING 1
200 PRODUTOS ALEATORIO 1200 PRODUTOS
l BIOENSAIOS CPT-FMRP l
-
e |
Macréfagos Camundongos

Alamar Blue

Infectados Infectados



REDE_"B TUBERCULOSIS’ RESEARCH AND COMBAT
™ Y

DRUG DISCOVERY

Rational design

Computational chemistry:

Molecular Mechanic (MM), Neural net, PCA,

QSAR/QSAR-3D

Specific Target in
M. tuberculosis
Lipids
eCarbohydrates
*Proteins
*Receptors

Crucial factor

\>

SCREENING

Unknown target

in medicinal
chemistry explore the
structure of the
compounds with
activity
HIGHTHOUGHPUT |




NOVAS DROGAS

*Realizados depodsitos atomicos junto ao banco de dados de estruturas de
proteinas, Protein Data Bank (PDB), com os seguintes codigos de acesso:
3IJF, 3LQO, 3LQP, 3LQT e 3IOM.

*Aperfeicoamento das condicOes experimentais para o0 escalonamento da
sintese do IQG607 e IQG639

A elucidacéo da estrutura da citidina deaminase, importante para o estudo de
screening virtual, visto que esta enzima € um alvo em potencial para desenho
de drogas anti-tuberculose.

Cys8g CysS6

Estrutura da citidina deaminase de M. tuberculosis resolvida a 1.99 A de
resolucdo, onde vemos o bolsdo de ligacdo do zinco. Coédigo PDB: 1IJF.

e | (Sanchez-Quitian et al., 2010).
\ J‘N
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Diagnosis

Institutions involved in the
Diagnostic area

Amazonas
INPA Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia
UFAM - Universidade Federal do Amazonas

Espirito Santo
NDI/UFES - Universidade Federal do Espirito Santo

Minas Gerais
UFMG/MG - Universidade Federal de Minas Gerais MG

Pernambuco
UFPE/PE — Universidode Federal de Pernambuco
CpgAM-FIOCRUZ - Fundogao Oswalde Cruz PE

Rio de Janeiro

IOC/FIOCRUZ - Instituto Oswaldo Cruz RJ h ' L H at
UGF/R] - Universidade Gama Filho RJ : ' - j _
NESC/UFRI - Universidade Federal do Rio de Janeiro RJ PE

IDT/UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro
FAC FARMACIA - Universidacde Federal do Rio de Joneiro RJ
IM/UFRI Instituto de Microbiologio RJ

IBCCF/UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro RJ &
. ; S
Rio Grande do Sul
PUC/RS - Pantificia Universidode Caotolica RS *J
CDCT/FEPPS/RS
UFRS - Universidade Federal do Rio grande do Sul RS
Sao Paulo
FMRP/USP - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

CRT-AIDS/SES/SP - Secretaria Estadual de Salde SP
IAL/SES/SP - Secretaria Estadual de Sadde SP
IEER/SES/SP — Secretaria Estadual de Saude SP



Sub-Area Biologia Molecular

 Fase Il — Validacao inter-laboratorial de
Kits produzidos pela empresa
Ampligenix Biotecnologia de Minas

Gerals

« Aprovados pela Anvisa — controle de
gualidade producao



Sub-Area Biologia Molecular

 Fase Il —Validacao interlaboratorial de kits
DETECT-TB produzidos pela empresa
Ampligenix Biotecnologia de Minas Gerais

kit Detect-TB- Sistema para a detec¢cao de DNA gendmico do complexo Mycobacterium tuberculosis.



Sub-Area Biologia Molecular

Fase Il — Validacao interlaboratorial

 Laboratdrio de Biologia Molecular do IMIP (Instituto
Materno Infantil Professor Fernando Figueira) em

Recife, PE. O laboratdério onde foi executada a

Diagndstico Detect-TB Incoerentes
Tradicional

Amostras Positivas 16 16

Baciloscopia positiva + Cultura 7 7

positiva

Baciloscopia negativa + Cultura 9 9

positiva

Amostras Negativas 113 100 13
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Rede s Mission

Support
Participants Institutions involved in
B ——— the Operational Clinical area
AREA Sao Paulo
FMRP-USP Faculdode de Medicina de Ribeirao Preto USP
CRT/AIDS SP Centro de Treinamento
- J HCFMRP-USP Hospital das Clinicas da FMRP-USP
¥y - EPM-UNIFESP Universidade Federal de Sao Paulo
N FM-USP Faculdade de Medicina da USP
I \ '_) FSP-USP Faculdade de Saude Piblica da USP
e ZREDETE ] SMS-SP Secretaria Municipal de SatudeSao Paulo
WX J ! INSTITUTO DA CRIANGA-USP
.Jx S EERP-USPEscolade EnfermagemdeRibeiréoPreto USP
{ UNICAMP
-)_ -') EEFM-5J.R.PRETO
EE-USP Escola de Enfermagem da USP
FMB-UNESP Faculdade de Medicina de Botucatu
C | iniCCll ICF-SP Instituto Clemente Ferreira
HSP-SP Hospital do Servidor Publico SP
- FELASP Federacéo das ligas Anti-Tuberculose SP
operﬂhonﬂl SES-5P Secretario Estadual de Saude SP

FM-PUC SOROCABA
FM-UNICAMP Fac. Medicina da UNICAMP

I. ADOLFO LUTZ-SP ¢
FFRP-USP Faculdade de Filosesfio de Ribeirco Preto USP

Goias
UFGO Universidade Federal de Goidnia
SES-GO Secretaria Estadual de Salde de Goids




GEOTB USP RIBEIRAO PRETO

Doentes

Profissionais

Sociedade Civil

Politica de Saude/Gestao do Sistema

Organizacao/Gestao dos servicos de saude

Gestao do cuidado individual e coletivo



LEU 1

Desempenho dos servi¢cos de satiue
para o acesso ao diagnostico da
tuberculg;

MULTICENTRICO

- Uberaba-UFMG

- Pelotas - UPE RS

- Foz do Iguagu - UE PR

- Ribeirado Preto -USP SP

- Sdo José do Rio Preto - SP

- Rio de Janeiro - RJ UNIRIO
- Vitoria - UFES CNPq

- Feira de Santana - UEBA REBRATS ws 0  MS/FIOCRUZ
- Jodo Pessoa - UFPB d

FAPESP



Support
Participants

Infrastructure

AREA
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Basic Research

The bacillus study and the host-parasite relationship
have allowed the discovery of molecular targets for
vaccines, medicines and diagnosis tests.

 Parasite

Host-Parasite
Relationship.
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Conclusions

|L-10 and IFN-gamma were both present in the
lungs of TB patients at all time points;

Pattern 1 had increased levels of IL-10 and was
strongly associated with recurrent episodes of
TB;

*High levels of IL-10 at the end of the treatment
could be a marker for TB recurrence.



Nutrigenomic

Rationale: culture conversion at 8 week (sterilizing marker)
associated with low relapse and higher cure rates

The main outcome: identify biomarkers associated with no culture
conversion at 8th week



Cohort of Pt TR 1. dmi Lin two hospitals in
Rio de Janelro:

AFB, culture, ChestXra , valauted Time
zero, 30-days and 60 days _______..

No culture conversion at 8th With culture convesion at 8th

Variables week week p value
Age / year (median) 37,5 (20-53) 40 (18 a 60) 0,46
Sex (n) Female : 20 / Male :40 Female: 8 / Male:28 0,52
Smoking (n) Yes : 50/ No: 10 Yes: 32/ No: 4 0,69

Previous anti=TB treat
(n=92) No: 38/ Yes:2 No: 20/ Yes:12 0,95
Alcoholism (n) Yes: 44 [ No: 16 Yes: 22 /No: ‘4 0,37
Drug abuser (n) Yes: 22 /No: 38 Yes: 16 /No: 20 0,59
Protein C reactive

(median) 2,48 (0,08 - 15,10) MG/dL 1,51 (0,08 - 7,86) mg/dL 0,4
CD4 852,5 (174 - 1299) 771 (228-1512) 0,67
Albumin 4,2 (3,3-5) 4,05 (2,80 - 4,70) 0,5
Hemoglobin 12 (1 - 17,30) 13 (8,4-17,20) 0,18
Iron (median) 1,78(1,25-3,19) 2,38 (1,65-4,88) 0,05
Zinc (mediana) 0,62 (0,34-0,97) 0,62 (0,33-1,18) 0,41
IMC (p/h2) 13,87 (12,92 -30,44) 19,63 (16,13-26,10) 0,06
AMB (mediana) 27,64 (9,19-55,09) 28,21 (14,19-44-54) 0,56




No culture conversion at 8th week of anti-TB treatment
was associated with

a)Higher level of Reactive Protein C (inflammatory
response)

b)Lower level of transferrine

c)Lower muscular circumference of the arm (MCA)

High prevalence of TNF alfa polymorphisms (4 times
higher than that observed in TB cases attended in a
Teaching Hospital)



Immunogenetic



Contacts of Pulmonary 1B cases:

Retrospective
Median follow-up was 52.8 months.

Role of different polymorphisms on TB disease / TB infection
oIL-4, IL-12, TNF-o,, IFN-y, NRAMP1, IL-10 e TGF-,

svitamin D receptor

electins TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-9, MBL

*Nod2/Card15,

[RAK-M, SOCS1/3,

CTLA-4, MCP1



Contacts of Pulmonary TB cases:

Cohort of 525 éontacts / Median follow-up was 52.8 months.

Positive TST, TST conversion and TB disease among Close contacts

Variable Frequency

Final Positive TST (1)

Yes 273 (64.7%)
No 149 (35.3%)
TST conversion (2)
Yes 25 (13.9%)
No 154 (87.0%)
TB Disease (3)
Yes 44 (8.4%)
No 317 (87.8%)
n= (1) 422; (2) 177, (3) 361, TST: tuberculin skin test

TB disease was evaluated among those with at least 12 months of follow-up



Projects carried out by Genetic and Molecular Biology Laboratory Group at
Tuberculosis Academic Program / Medical School- Federal University of Rio
de Janeiro

TLR4, TLR-2, IFN-y, IL-1 and TNF-a polymorphisms
and susceptibility to M. tuberculosis infection and

disease
Methods:

1. Close contacts prospectively followed for at least 24 months.

2. TST conversion was defined as a 210mm increase in induration
compared to a two-step baseline TST.

3. The association of the five above SNPs plus other contact and
index-case phenotypic factors with TST conversion and active TB
was evaluated in 369 adult (215 years) close contacts of 177
pulmonary TB index cases in Rio de Janeiro.

4. tested through the adjusted relative risk (aRR) and its 95%
confidence interval.

Study 1



Results: Cohort an alysisf CI

Initial positive TST was associated with
cavity on Chest X ray of index cases

TST conversion was associated with TNF-
alfa and TLR-2 polymorphism

*TB disease was associated with TNF-alfa
and TLR-2 polymorphisms and initial positive
TST and TB in the past



Study 2

TNF-a, IFN-y, IL-10 and TLR4 polymorphisms
and susceptibility to severe active TB

Type of Study: Observational study carried out in a Teaching Hospital pursuing
the analysis of factors associated with severe TB

Population study: 324 patients included in University Hospital - UFRJ

Criteria:
Non Severe TB : only Pulmonary Disease, uni or bilateral, with or without cavity

Severe TB :

a) Diffuse Pulmonary lesion

b) Disseminated Disease (patient with TB in more than one organ or system,
(pulmonary associated with another extra pulmonary site, except pleural)

c) Involvement in more than two non contiguous extra-pulmonary sites

d) meningitis



Resuits:i_c)ﬁgitudinalstu

Severe TB was assoclated with

a) INF gama polymorphisms and

b) co-infection with HIV



Pharmacogenomic



Genetic profile of the Arylamine N-
Acetyltransferase 2 coding gene among
individuals from two different regions of Brazil

« Arylamine N-acetyltranferase 2 is the main enzyme
responsible for the isoniazid metabolization into
hepatotoxic intermediates and the degree of
hepatotoxicity severity have been attributed to genetic
variability in the NAT2 gene.

e Evaluation in 202 brazilian subjects was carried out,
upon allele and genotype analysis, the most frequent
NAT2 alleles were respectively NAT2*5B (33%),
NAT2*6A (26%) and NAT2*4 (20%) being NAT2*5/*5 the
more prevalent genotype (31.7%).



Genotype characterization of NAT2 gene and
preliminary determination of acetylation status in

202 Brazilians subjects from two different regions.

Cluster designation  Total Rio de Janeiro  Goias p value

n % n % N %

Fast acetylation 27 13.4 16 10.9 11 19.6 0.002

| ntermediate
acetylation

Slow acetylation 99 49.0 68 46.6 31 55.4 0,003

76 37.6 62 42.5 14 25 0.37

TOTAL 202 100 146 100 56 100

Teixeira RLF, et al Mutat Res. 2007 Nov 1,;624(1-2):31-40



Additio

Evaluate the impact of immune host response in the
occurrence of

a) Non-response to anti-TB treatment or higher relapse
rates

d) Drug interaction — adverse reaction (hepatitis)



The population structure of Mycobacterium
tuberculosis In differenitgeographic areas

---------
————————

Beijing
genotype

...... "
Indian,
A L a ¥




TOTAL 1456 MTB STRAINS ['g\f
North- N=162 LAM=72%; Haarlem=22%

Northeast - N=176

LAM=76%; Haarlem=18%

South - N=234
.y

LAM=71%;

Southeast - N=884
L AM=65%; Haarlem=19%
Beijing 1%

ALl2 Laarlem=18%



Close contacts of MDR and DR TB cases

Index case Contacts TST+ active TB
TB-MDR: 26 133 59 (44%) 6 (4%)
TB-DS: 52 231 86 (37%) 11 (4%)

Teixeira L, IJTLD 5(4):321-328, 2001
RFLP — isolados de Mtb idénticos entre casos indices e seus contatos

Index case Total of Active TB among MIC KatG 315
index cases contacts/ mutation
total of contacts
MDR-TB group 10
Haarlem
Yes 4 5/15 (33,3%) 4,0-8,0 Sim
No 6 3/39 (7,7%) 4,0-16,0 Sim
Drug sensitive 13
Group
Haarlem
Yes 2 4/9 (44,4%) <0,2 N&o
No 11 7/56 (12,5%) <0,2 N&o

MDR: multidrug resistant Animal model — under analysis




JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, Dec. 2007, p. 3891-3902 Vol. 45, No. 12
0095-1137/07/308.00+0  doi:10.1128/JCM.01394-07
Copyright © 2007, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Discovery of a Novel Mycobacterium tuberculosis Lineage That Is a
Major Cause of Tuberculosis in Rio de Janeiro, Brazil'f

Luiz Claudio Oliveira LdZZdlII'll i Richard C. Huau.l' :§ Neio L. Bnulmt = Harrison M. (mlm:s.3
Maranibia C. Odunann Nd[dll(l I\memd Elena Shashkina,” Fernanda C. Q. Mello,”
Andrea L. Gibson,' MllumJ Virginio,” Ana Grazia Marsico.” W. Ray Butlc ’

Barry N. Kreiswirth.* Philip N. Suffys,’ Jou Roberto Lapa e Silva,"
and John L. Ho'*




. RDRio

Q LAM1 and LAM2 (probable RDRio)




Clinical and Epi data
Logistic regression analysis

Patent characteristic OR (95% CT) P
Age (.90 (0.96-1.01) 0.32
Male gender 1.25 (0.49-3.19) 0.64
HIV positive .56 (0.15-1.96) 0.36
Presence of AFB in sputum 0.41 (0.13-1.33) .14
Resistance to at least one TB drug (L73 (0.26=2.03) (0.54
City of residence Belo Horizonte 4.05 (1.4-11.6) 0,009
Cough 1.24 (0.06-25.2) (.89
Sputum production 0L.31 (0.01=7.0) .46

Cavity on CXR 8.07 (1.52-53.0) 0.016




PPD COM PROTEINAS
RECOMBINANTES DE M.
TUBERCULOSIS PARA AUXILIO
DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE

Novo PPD

Vanete Thomaz Soccol
Marcelo Malaghini
Christian Probst

Marco Kruger

Carlos Ricardo Soccol



CLONAGEM, POR PCR DE DAS SEQUENCIAS
DAS 10 PROTEINAS IMUNOGENICAS

SELECIONADAS




Reacao de enduracéao, produzida no local de aplicacao de
antigeno de M. tuberculosis. Os assinalamentos feitos com
caneta para retropojetor no centro e ao redor do eritema

1- controle  2-ppD 3- Coquetel de Proteinas
negativo RT23



Diametro médio de enduracéao e desvio padréo do PPD
referéncia e PPD de proteinas recombinantes em diferentes
concentracoes em cobaios C. porcellus previamente
sensibilizados com M. tuberculosis

0,0004 rmgdn L 0,004 rmgdmL 0,04 ragdn L

A M i
a0 17 = 7 T 7 =
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7.0
6,0 —
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40
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1.0
0,0
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CFP10
TE10.4
TE10.3
MTSP11
ESAT-6
MPT7O
MPTE3
Coquetel
FPD
CFP10
TE10.4
TE10.3
MTSP11
ESAT-6
MPT7O
MPTE3
Coquetel
FFPD
CFP10
TE104
TE10.3
MTSP11
ESAT-6
MPTT7O
MPTS3
Cogquetel
FPD



Topicos

e sub-area Imunosorologia
« UFGO (Profa Ana Paula Kipnis)

 Resultados preliminares

* Perspectivas:



Tuberculose humana

1. Antigenos
reconhecidos na
doenca pulmonar
ativa.

2. Antigenos
reconhecidos na
latencia.

3. Antigenos
reconhecidos na
fase cronica.

Araujo-Filh,et al, 2008. Braz J Infect Dis.
Arauj o-Fil ho, et al, 2008. Tubercul osis
Araujo-Filho, et al, 2008. Braz J Infect D s.
Al nei da, et 2008. din Vaccine | mmunol.
Rabahi M- et al, 2007. BMC Infect D s.

RO RE



Perspectivas - Imunosorologia

* ldentificacao de proteinas recombinantes com maior acuracia no
diagnostico de TB infeccéo (recente versus antiga) e TB ativa

« Utilizar marcadores (moléculas fluorescentes ou radioativas, compostos
corados, cromogénicos ou enzimaticas) no teste de Fluxo Lateral a fita
iInterna possui todos os componentes da reacao (antigenos, anticorpos
e conjugados).

'9' Amostra

® e @ Camadas de suporte
® Membrana de nitrocelulose
@ Bloqueador

Yo ® 2°Anticorpo anti-hCG

® Linha controle do teste

@ Suporte do conjugado

L g Conjugado (1° anticorpo anti-hCG marcado)

© Papel de filtro
Suporte plastico

Figura esquematica dos componentes do produto do Teste de Fluxo Lateral.

Legenda dafigura: ®Amostra ® e @ Camadas de Suporte ® Membrana de Nitrocelulose @ Bloqueador Y- ® 2° Anticorpo Anti-hCG
® Linha Controle do Teste @ Suporte do Conjugado, Y ® Conjugado (1 ° primeiro anticorpo anti-hCG marcado) @Papel Filtro

® Suporte Plastico



Topicos
« Sub-area Imunosorologia [PLATAFORMA PROTEOMICA]

e Fiocruz (Dra Leila Mendonca Lima)

 Resultados preliminares

* Perspectivas:



Busca por novos antigenos:

Laboratorio de Genomica Funcional e Bioinformatica
Instituto Oswalde Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro
Coordenadora: Leila de Mendonca Lima

1 Mapas proteomicos: fragdo de proteinas extracelulares
(filtrado de cultura e fragBo de superficie)

FLREL
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2 Proteoma diferencial
BCG Moreau x Pasteur
(Frag3o de proteinas extracelulares)
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Re-vacinados

Controles

AT IFM-7 Ezla0 IFM-Y

Imunoproteoma:
Perfil da resposta humoral de individuos revacinados com BCG Moreau (antigenos extracelulares)

T=0rm
* I:i?:;;:::::? * Expreszzo er- Coal * ||:'_y|'fica|_'.in * Yeliclacin
T=m
T=12 m
Egquipe FIQDCRLZ:

Mdrcia de Berredo Pinho Moreira: Projeto Pas-Doutorado (Proteoma do Filtrado de Cultura BOG Moreau)

Tolita Duarte Pogani: Dissertacao de Mestrado (Proteoma de Superficie BCG Maoreau)
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Topicos

e sub-area Imunosorologia [PLATAFORMA LIPIDOMICA]

 UFRJ (Prof Walter Oeleman)

 Resultados preliminares

* Perspectivas:



Glicolipidios das cepas Pasteur e Moreau de

Mycobacterium bovis BCG: avaliacao e aplicacao no

sorodiagnodstico da tuberculose humana

Resultados

Extracao de lipidios totais de BCG Moreau e BCG Pasteur
crescidos em Sauton, e de BCG Moreau crescido em meio IVM

Fracionamento dos lipidios totais com gradiente de polaridade
(cloroformio, acetona e metanol)

Obtencao de 44 fracOes distintas, 6 delas diferenciam em ELISA
FI%ramente entre pools TB+ e individuos sadios, utilizando anti-
9
Avaliacao destes 6 antigenos com painel de 122 soros de
residentes em uma area do Rio de Janeiro, endémica para TB
(Painel I) :

» 54 pacientes com TB/

e 68 de individuos sem TB [contatos (5), asma (5), cancer de pulméo
1), TB latente (3), doenca pulmonar obstrutiva cronica (13), pneumonia
EGg, bronquiectasia (3) e outras infec¢cdes gerais (30)]

Avaliacao do antigeno 2 (mais romi_ssor% com 84 soros de

Individuos atendidos no HUCFF (Painel I1)

« 71 com TB confirmado por cultura, 13 de individuos sadios



Obtencao de Lipidios Micobacterianos

Cultivo de massa bacteriana
M. bovis BCG

— cepa Pasteur

— cepa Moreau

Crescimento em meio Sauton
— Pasteur (“PS”; Leila M. Lima / IOC)
— Moreau (“MS”; Luiz R. Castello Branco / FAP)

Crescimento em meio IVM
— Moreau (“MIVM”; LRCB /FAP)



Sintese diferencial de lipidios apolares em BCG
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TAG: triacil glicerois
PGL: Glicolipidio fendlico

Chen et al (2007), Vaccine 25:8114-8122



Conlusoes

*Fracoes obtidas da extracao da massa bruta e das SC de

PS apresentam perfis de moléculas similares quando
analisadas na TLC.

*O protocolo do ELISA in-house desenvolvido por nosso
grupo proporciona resultados promissores para o
sorodiagnostico quando da deteccéo de imunoglobulina G e
diluicOes de pools de soros de 1/640; 1/1.280 e 1.2560.

*Os antigenos que obtiveram o melhor desempenho no ELISA
foram os antigenos Ag 2 e 7 provenientes de MIVM-SC, e
também os antigenos Ag 17, 23 e 39 provenientes de PS-SC.
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REDE TB
AREA: MICOBACTERIAS E MICOBACTERIOSES

PROPOSTA

e Estudo de surtos de infeccbes por micobactérias de crescimento
rapido no Brasil

ATIVIDADE: ELABORACAO, PADRONIZACAO E AVALIACAO
MULTICENTRICA DE TESTES PARA IDENTIFICACAO, TIPAGEM E
ANALISE DE SUSCEPTIBILIDADE A BIOCIDAS E ANTIMICROBIANOS DE
ISOLADOS DE SURTOS OCORRIDOS NO BRASIL

GRUPOS DE DIFERENTES ESTADOS JA TRABALHAM EM COLABORACAO
COM ORGAOQOS OFICIAIS COMO ANVISA E MINISTERIO DA SAUDE PARA
ANALISE DESTES SURTOS

PUBLICACOES DO GRUPO:

Viana-Niero et al., JCM 46:850-855,2008

Cardoso et al., Microb. Infect. 10:1552-1557,2008

Duarte et al., JCM 47:2149-55,2009

Leao et al., JCM 47:2691-2698, 2009

Costa et al., DMID 65:358-364,2009

Leao et al., Future Microbiol 2010 (aceito) + 3 artigos em preparacao



TUBERCULOSE BOVINA NO BRASIL

Avaliacao de Novos Métodos de
Diagndstico no Monitoramento

Coordenador: Walter Lilenbaum
Universidades associadas:
Universidade Federal Fluminense - UFF

Universidade Federal do Rio de Janeiro -
Instituto de Quimica e Instituto de
Microbiologia
Universidade Federal de Pelotas
Universidade de Cuiaba



Caracterizacao de amostras

PCR multiplex;

Spoligotyping;

HPLC;

MIRU-VNTR;

Comparacéao do perfil genético dos isolados com dados
ja armazenados em banco de dados.



Inter-relacoes de Cooperacao

Grupo | — Coordenadao pelo Dr Walter Lilenbaum (Faculdade
de Veterinaria da UFF) . Responsavel pelo trabalho de campa,
testes imunoldgicos, articulagio com weterinarios e
coordenacio geral da pesquisa.

Grupo V Grupo I

Detecgéo post-mortem
de M. hovis por PCR

multiplex; detecgéo no
leite e swah nasal

Caracterizagao dos
L. . isolados por HPLC de
Grupo Il - Coordenado pela Dra. Vania Margaret Flosi acidos micolicos
Paschoalin (Instituto de Quimica da UFREJ). Responsavel pela

caracterizacdo dos isolados por HFLC de acidos micdlicos.

Grupo lll - Coordenado pela Dra. Leila de Souza Fonseca
{Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes da UFRJ).
Fesponsavel pelo cultivo e identificacdo de micobacterias,
histopatologia dos tecidos e auxilio na coordenacéo geral da
pesguisa.

Manejo/Caracterizagao do
Rebanho, Coleta das
Amostras e imunoinsaios

Grupo IV — Coordenado pelo Dr Qdir Antdnio Dellagostin
(Universidade Federal de Pelotas). Responsavel pelos testes
de spoligofyoing e MIRU-WYNTR dos isolados de M. bovis.

Grupo IV

Spoligotyping e MIRL-
YNTR dos isolados de
M. bovis; expressao de
antigenos

recombinantes

Grupo

Grupo V — Grupo emergente coordenado pela Dra. Flavia
Galindo Silvestre (Hospital Geral Universitario da
Universidade de Cuiabda - UNIC). Responsavel pela deteccio
post-mortem de M. bowis por PCR multiplex e o diagnostico da
infeccdo pela analise molecular do leite e de swabs nasais.

Bacteriologia e
Histopatologia




Area Controle de Infeccio - |

1. Desenvolver plano de acoes

1.

2.

SEOIES

Criar Programa de TB intra-hospitalar composto pelos
atores chaves (CCIH, NVE, Med Trabalho e outros)
Criar Comissao de TB em nivel federal [Anvisa, SVS
(PCT, DST-AIDS, NHE-CIEVS,CGLAB), SAS], regional
e municipal para elaborar politicas publicas e
monitoramento das acdes

. Priorizar medidas administrativas (suspeita de TB — porta
entrada)
Implementar diagnostico rapido de TB, TB-MDR
Indicadores monitoramento

. Programa de Capacitacdo de profissionais na area de

bioseguranca (incluindo questdes de area laboratorial,
trabalhistas e outras)

. Avaliacado de PPD em prof saude rotina (admissao e

monitoramento)

Monica Kramer — Fiocruz; Laedi Santos — SES-SP



Area Controle de Infeccido — I

2. Legislacao - acGes mandatodrias de controle de infeccao
(relacao com portaria 3214; TB como doenca ocupacional)

3. Identificar atores chaves para elaboracao do plano e
legislacao (SVS, SAS, Anvisa, Parceria Brasileira)

4. Plano para implementacao e monitoramento
1. Financiamento (insumos, recursos humanos, engenharia,
pesquisa operacional, etc)]

5. Informacéo — Educacao — Comunicacao /Advocacy

Monica Kramer — Fiocruz; Laedi Santos — SES-SP



Area- Gestdo da Qualidade e Incorporacao
de tecnologias em saude

Missao: Esta area da Rede-TB funciona como uma ponte entre pesquisa e gestao
fornecendo subsidios para decisdes de incorporacdo, monitoramento ou exclusao
de tecnologias no sistema de salde. E também &rea estratégica para viabilizar a
padronizacdo de metodologias, validar e avaliar a qualidade de pesquisas em
tuberculose.

Ethel Maciel — UFES
Martha Oliveira - UFRJ



A Rede —TDb integrou-se a partir de 2009 a Rede
Brasileira para Avaliacao de Tecnologia em
Saude- REBRATS com os projetos

EDITAL N. 67 CNPQ - REBRATS

INFECAO E ADOECIMENTO POR TUBERCULOSE ENTRE PROFISSIONAIS DE SAUDE DA ATENCAO BASICA
Coordenador principal: Ethel Maciel

VIABILIDADE E ANALISE ECONOMICA DA INCORPORACAO DO TESTE MGIT960 PARA O DIAGNOSTICO E
CONTROLE DE INFECCAO POR TUBERCULOSE EM PACIENTES ATENDIDOS EM HOSPITAIS NO
SISTEMA UNICO DE SAUDE

Coordenador principal: Afranio Kritski
Vice coordenador: Gisele Huf, Claudia Vater

RAZAO DE CUSTO-EFETIVIDADE DA DETECCAO DA INFECCAO LATENTE PELO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS PELA PROVA TUBERCULINICA E PELOS ENSAIOS DE LIBERACAO DE INTERFERON-

GAMA (IGRA)
Coordenador principal: Anete Trajman
Vice coordenador: Marcia Pinto

AVALIACAO DA EFETIVIDADE DE MODELOS DE GESTAO DE SERVICOS DE SAUDE NO CONTROLE DA
TUBERCULOSE EM MUNICIPIOS DA REGIAO SUL, SUDESTE E NORDESTE DO BRASIL

Coordenador principal: Tereza Scatena Villa
Vice coordenador: Antonio Ruffino Netto, Pedro Fredemir Palha



Fase de analise

Pergunta (s) que devem ser respondidas com NOVO TESTE

Layer 1: e (Quantos casos adicionais de TB serdo identificados / ou nado
identificados?
ANALISE DA e (Quantos casos iniciardo o tratamento anti-TB / evoluir para
EFICACIA cura / evitar morte ?
e Efeito na transmissao de TB
e Tempo demora do inicio dos sintomas, atendimento no
Sistema de Saude e decisao de iniciar o tratamento
Layer 2: e Pacientes: 90% de sensibilidade é o suficiente?
e Seguranca: risco para paciente / outros
ANALISE DE e Custos para paciente / familia, aceitabilidade
EQUIDADE e Perspectivas de inequalidade

e Dados que podem melhorar a rotina no atendimento
diagnodstico da TB
e Quem e Porque se beneficiarao com a implementacao ?




Fase de Pergunta (s) que devem ser respondidas com NOVO

analise TESTE

Layer 3: e Efetividade/Eficiéncia no sistema de saude

e Manuseio clinico / Organizacdo de Servico

e Controle de Qualidade

ANALISE DO e Sistema de informacao para avaliar o suspeito de TB

SISTEMA DE e Necessidades em Recursos Humanos

SAUDE e Topicos da area laboratério: infra-estrutura (RH, area
fisica), bioseguranca, descentralizacao das atividades,
competéncias dos RH, treinamento, monitoramento
para sistema laboratorial

e Monitomento continuo por meio de pesquisa
operacional

e Como superar problema de infeccoes mistas?

e Interpretacao dos resultados, padronizacao

e |Impacto das diferentes estratégias (i.e.: espécimes
clinicas, grupos de risco) nos desfechos relevantes /
manuseio / mortalidade




Fase de analise Pergunta (s) que devem ser respondidas com NOVO

TESTE

Layer 4: e Obstaculos para uso em larga escala
e Necessidades de Recursos Humanos e
ANALISE EM Treinamento

LARGA e LicOes gerais obtidas durante a

ESCALA implementacao junto as rotinas do
Programa

Layer 5: e Comparacao dos métodos usuais versus

novos métodos

ANALISE DE |e Interface do teste sob analise com outros
POLITICAS testes existentes e/ou outros novos
PUBLICAS e Devem os testes atuais ser mantidos ou
suspensos?
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Cidade do Rio de Janeiro

Obrigado



OBRIGADO PELA ATENCAO

kritskia@agmail.com

www.redetb.org

Referéncia

2007 - Tuberculosis book is now online.
www. TuberculosisTextbook.com
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REDE-TB | BRAZIL
2002-2006 | 1984-2002
(4 years) (20 years)
indexed in Pub 219 388
n national 61
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Processo desenvolvimento e
avaliacao de teste Diagndstico

Upstream Avaliacao Downstream
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