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RESUMO

A  tuberculose  pleural  (TBP)  frequentemente  tem  resolução  espontânea, 

mesmo sem tratamento. No entanto, a ausência de diagnóstico e tratamento 

pode  levar,  nos  cinco  anos  subseqüentes,  à  ocorrência  de  tuberculose 

pulmonar e/ ou extrapulmonar em 65% dos casos. O objetivo deste estudo foi 

avaliar  a  eficácia  da  utilização  do  antígeno  Hsp-X  em  um  ensaio 

imunoenzimático para determinação da presença de TBP em indivíduos com 

derrame pleural. Para o estudo foram utilizadas 132 amostras de soro e líquido 

pleural (LP) de pacientes com derrame pleural. Destas, 97 amostras eram de 

pacientes  TBP  e  35  de  pacientes  com  outras  doenças  não  tuberculosas 

(NTBP)  (28 pacientes  por  câncer  metastático,  1  pacientes  por  insuficiência 

cardíaca congestiva, 2 paciente por insuficiência hepática, 1 paciente por lúpus 

eritematoso sistêmico e 3 pacientes por derrames parapneumônicos). Os níveis 

de IgM do LP foram mais elevados nos pacientes com TBP do que os NTBP, a 

sensibilidade do ELISA para do LP de 42%, para a especificidade de 83%. Os 

ensaios para pesquisa de IgG, do soro e do LP, contra o antígeno Hsp-X não 

foram  eficazes  em  discriminar  pacientes  com  TBP  de  outras  doenças,  a 

sensibilidade  encontrada  foi  de  13%  e  16%,  utilizando  o  soro  e  o  LP, 

respectivamente,  para a mesma especificidade de 83%. A densidade óptica 

dos ensaios para pesquisa de IgA, específicos para o antígeno rHsp-X, foi mais 

elevada nos pacientes TBP do que os NTBP, o ELISA com a IgA do LP foi 

melhor  que  o  ELISA  do  soro,  a  sensibilidade  foi  de  65%  e  39%, 

respectivamente,  para  a  mesma especificidade  de  83%.  Concluímos  que  o 

reconhecimento de Hsp-X recombinante de Mycobacterium tuberculosis pelos 



anticorpos IgA do LP de pacientes com TBP indicam que esse antígeno poderá 

ser utilizado para o desenvolvimento de um teste de diagnóstico complementar 

para casos de TBP. Estudos adicionais precisam ser realizados para confirmar 

tal hipótese.

 

Palavras  Chave:  Mycobacterium  tuberculosis,  Hsp-X,  Imunoglobulina  M, 

Imunoglobulina G, Imunoglobulina A e tuberculose pleural.



ABSTRACT

Pleural  tuberculosis  (TBP)  has  often  spontaneous  resolution,  even  without 

treatment. However, the lack of proper diagnosis and treatment can lead to the 

occurrence of  pulmonary  and/or  extra-pulmonary  tuberculosis  in  65% of  the 

cases,  in  the five years  subsequent.   The objective  of  this  study was to 

evaluate the effectiveness of the recombinant Hsp-X antigen (rHsp-X) in 

an enzyme immunoassay for determining the presence of TBP in patients 

with pleural effusion. For this study we used 132 samples of serum and 

pleural fluid (PF) from patients with pleural effusion. Of these, 97 samples 

were  from  TBP  patients  and  35  patients  with  diseases  other  than 

tuberculosis  (NTBP)  (28  patients with metastatic  cancer,  1  patient  with 

congestive  heart  failure,  2  patients  whit  liver  failure,  1  patient  with 

systemic  lupus  erythematosus  and  3  patients  with  parapneumonic 

effusion).  The  IgM levels of  PF were higher  in  patients  with PTB than 

NTBP, the sensitivity and specificity of the ELISA for the PF was 42% and 

83%, respectively. Testing for IgG from the serum and the PF against the 

recombinant  antigen  Hsp-X  were  not  effective  in  discriminating  TB 

patients from other diseases, the sensitivity was found to be 13% and 16% 

using serum and LP, respectively, with the same specificity of 83%. TBP 

patients presented higher levels of IgA specific for the rHSP-X than NTBP, 

the  IgA ELISA using  PF  presented  better  sensitivity  (65%)  than  using 

serum (39%), while the IgA ELISA for both types of samples presented the 

same specificity (83%). In  conclusion, the recognition of  Mycobacterium 

tuberculosis rHsp-X by IgA antibodies from the PF of patients with TBP 



reveals  its  possible  role  in  the  development  of  a  diagnostic  test  for 

additional cases of TBP. Further studies must be conducted to confirm 

this hypothesis.

 

 Keywords: Mycobacterium  tuberculosis,  Hsp-X,  Immunoglobulin  M, 

Immunoglobulin G, Immunoglobulin A and pleural tuberculosis.



I – Introdução

“A Tuberculose gerou vítimas em toda a história da humanidade e matou mais 

pessoas do que qualquer outro patógeno microbiano no mundo.”

Thomas M. Daniel

A  tuberculose  (TB)  é  uma  doença  infecto-contagiosa  de  evolução 

crônica que assola a humanidade desde a antiguidade (Tarantino 2002). É uma 

doença milenar, talvez a mais antiga, conhecida pelos humanos, com relatos 

de  lesões  encontradas  em  ossos  humanos  pré-históricos  localizados  na 

Alemanha e em múmias no Egito, datados de 7000-3000 a.C. (Conde et al. 

2000).

Atualmente,  um  terço  da  população  mundial  está  infectada  com 

Mycobacterium  tuberculosis  (M.  tuberculosis),  o  que  representa 

aproximadamente 9,3 milhões de novos casos e aproximadamente 3 milhões 

de mortes por ano (WHO 2009).

A Índia, a China, a Indonésia, a Nigéria e a África do Sul estão no topo 

da classificação quanto às regiões com o maior índice de casos por TB. A Ásia 

(Sudeste  Asiático  e  região  do  Pacífico  Ocidental)  detém  55%  dos  casos 

globais, a região Africana, 31% e as outras três regiões (Américas, Europa e 

Mediterrânea Oriental) detêm uma fração menor dos números de casos (Figura 

1) (WHO 2009).

Na classificação dos quinze países com maior incidência, estimada pela 

OMS (2009), treze pertencem à África, fenômeno ligado às altas taxas de co-

infecção por HIV. 



O Brasil é um país em desenvolvimento que faz parte do grupo de vinte 

e dois países que possui 80% dos casos de TB (www.who/int/tb/countryprofile) 

e é também o detentor do maior número de casos da América Latina (Natal 

et al. 2003; Rossette et al. 2006).  Os números são alarmantes, estima-se 

que  mais  de  50  milhões  de  pessoas  estão  infectadas,  com 

aproximadamente 92 mil novos casos por ano.  Em 2007, o número de 

mortes pela doença, em nosso meio, foi de mais ou menos 8,4 mil e a taxa 

de incidência cerca de 50 casos por 100.000 habitantes (WHO 2009). As 

regiões  Norte,  Nordeste  e  Sudeste  apresentaram  as  maiores  taxas  de 

incidência, 47,55, 48,67 e 45,25, respectivamente, enquanto que as regiões 

Sul e Centro-Oeste apresentaram as menores taxas, com 32,62 e 25,82, 

respectivamente (Ministério da Saúde 2005). Em 2006, 14 820 casos de TB 

foram  notificados  no  Estado  do  Rio  de  Janeiro,  conforme  dados 

publicados pela Fundação Nacional de Saúde (FUNASA). No mesmo ano, 

conforme  o  boletim  da  Secretaria  de  Saúde  do  município  do  Rio  de 

Janeiro, 7 073 casos de TB também foram notificados, somente na capital.

Segundo  a  FUNASA,  a  TB  se  manifesta  no  Brasil  em  formas 

pulmonares  (85,6%)  e  extrapulmonares  (14,4%).  Entre  os  casos  de  TB 

extrapulmonares, a doença pleural é a mais frequente (45,8% das formas 

extrapulmonares), seguidas pela ganglionar (21,5%) (BOLETIM 2004; WHO 

2009).  A tuberculose pleural  (TBP) é uma manifestação comum da doença 

extrapulmonar  e  é  particularmente  importante  nas  regiões  com  uma 

prevalência elevada de TB. A incidência de TBP depende da região estudada e 

pode alcançar até 38% (WHO 2008).



Figura 1. Estimativa do número de casos novos de TB, por países, em 2007. 

Fonte: OMS 2007.

1.1 Etiologia

Os  bacilos  que  causam  a  TB  estão  agrupados  no  complexo 

Mycobacterium  tuberculosis,  composto  por  M.  tuberculosis,  M.  bovis 

subespécie bovis,  M. africanum e  M. microti,  além da cepa vacinal  M. bovis 

BCG. Tem sido proposta a inclusão de novas espécies nesse complexo, como 

M. canetti, uma variedade de M. tuberculosis encontrada na região da Somália 

(Van Soolingen et al. 1997),  M. caprae, agente etiológico de TB em caprinos 

(Aranaz et al. 1999), M. pinnipedii, que causa TB em leões marinhos, mas que 

também pode  infectar  o  homem (Cousins  et  al.  2003).  Adicionalmente,  M. 

bovis, agente etiológico da TB bovina, também pode infectar o homem e outros 

animais (Haas & Prez, 1995). Estudos na Argentina e Inglaterra reportaram que 



essa espécie é responsável por 0,4% a 1% dos casos da TB humana (Barrera 

& Kantoe 1987; Yates & Grange 1988).

Micobactérias  pertencem  à  ordem  dos  Actinomycetales,  subordem 

Corynebacteriaceae,  família  Mycobacteriacea  e gênero  Mycobacterium.  A 

família  Mycobacteriaceae  compreende  cerca  de  100  espécies  diferentes,  a 

maioria saprófitas de vida livre (Aranaz et al. 2003). 

M.  tuberculosis  é  um  bacilo  delgado,  ácido  resistente,  de  forma 

ligeiramente  curvada,  com  um  comprimento  que  oscila  entre  um  a  quatro 

micras  por  0,2  a  0,6  micrômetros  de  diâmetro.  Ao  microscópico,  os 

conglomerados  bacilares  adquirem uma forma característica,  descrita  como 

“contas de rosário” (Rivas et al. 2005). A propriedade estrutural das paredes 

bacterianas o torna pouco vulnerável à ação dos agentes antimicrobianos de 

uso diário e aos mecanismos de defesa naturais do hospedeiro (Rivas et al. 

2005).

A constituição da parede celular da bactéria é uma das mais completas 

entre os microorganismos conhecidos. É duas vezes mais espessa e mais forte 

do que as dos germes Gram negativos  e constitui  uma verdadeira  barreira 

lipídica,  dificilmente  penetrável,  que  outorga  à  micobactéria  sua  típica 

resistência à ação do álcool e dos ácidos (Rivas et al. 2005). 

1.2 Patogenia- TBP 

A  TB  é  uma  doença  infecciosa  crônica  que,  na  ausência  de 

tratamento eficaz, evolui para a doença ativa, de forma consuptiva, sobrevindo, 

como última consequência, a morte (Campos et al. 2000).



Quando  a  TB  ativa  se  desenvolve,  a  localização,  a  severidade  e  a 

recuperação da  doença  são  altamente  variáveis.  A  TB miliar,  caracterizada 

pela disseminação hematógena de um grande número de micobactérias por 

todo o corpo, é a manifestação mais severa da doença. Em contra partida, a 

TBP é usualmente auto-limitante. A TB pode se desenvolver em qualquer local 

do corpo, mas usualmente apresenta-se como infecção pulmonar variando de 

um infiltrado leve para um estado crônico, cavitária até uma doença destrutiva 

severa (Crevel et al. 2002).

A infecção por Mycobacterium pode ocorrer por ingestão, inoculação na 

pele e abrasões, mas a maioria das infecções é devida à inalação de gotículas 

contaminadas,  que  são  eliminadas  através  da  tosse,  espirro  ou  fala, 

permanecendo no ar por longo período, para então alcançar as vias aéreas 

(Johnston & Wildrick 1974) e acometer principalmente o pulmão (Hans 2001). 

A TBP pode ocorrer pela penetração direta do bacilo dentro do espaço 

pleural via ruptura da lesão caseosa subpleural primária ou ser secundária a 

disseminação linfo-hematogênica do bacilo (Lopes et al. 2006). A TBP constitui 

uma das principais causas de derrame pleural unilateral no Brasil, geralmente 

surgindo num período de três a sete semanas após a infecção primária, porém 

podendo ocorrer a qualquer tempo no curso natural da doença (Sahn 1988).

As  principais  manifestações  clínicas  são  febre,  dor  torácica  do  tipo 

pleurítica e tosse não produtiva. A ausência de febre não exclui o diagnóstico. 

Sudorese noturna,  calafrios,  fraqueza e perda de peso estão presentes em 

70% dos pacientes (Seiscento et al. 2006). 

Na maioria das vezes, o derrame é unilateral, localizado no hemitórax 

direito  e  em geral  de volume pequeno a moderado.  A dispnéia  ocorre  nos 



casos  em que  o  derrame  pleural  é  mais  volumoso  e  de  instalação  rápida 

(Conde  &  Kritski  1995).  Em  um  terço  dos  pacientes  com  derrame  pleural 

secundário à TB, é possível  identificar lesão parenquimatosa coexistente na 

radiografia de tórax. Nesses pacientes, o derrame é quase sempre do lado do 

infiltrado parenquimatoso e indica doença pulmonar ativa (Light, 2006). A TBP 

frequentemente  tem  resolução  espontânea,  mesmo  sem  tratamento.  No 

entanto, a ausência de diagnóstico e tratamento pode levar, nos cinco anos 

subsequentes, à ocorrência de TB pulmonar e/ ou extrapulmonar em 65% dos 

casos (Seiscento et al. 2006).

1.2.1 A pleura, espaço pleural e derrame pleural

O LP, em pequena quantidade, está compreendido no espaço virtual que 

existe entre  os folhetos viscerais  e  parietais,  o  qual  é chamado de espaço 

pleural.  Essa  fina  camada  de  líquido  atua  como um lubrificante,  facilitando 

deslizamento  entre  os  folhetos  pleurais  durante  a  expansão  e  retração 

pulmonar,  auxiliando  na  dinâmica  respiratória  (Murray  &  Nabel  1994; 

Miserocchi 1997). A pressão na cavidade pleural é negativa, ou seja, abaixo da 

pressão atmosférica, e isso se deve, entre outros fatores, às várias forças que 

atuam sobre o pulmão (Tarantino 2002). O fluxo nos vasos linfáticos pleurais 

pode aumentar em resposta ao aumento do LP, atuando como um mecanismo 

de  retroalimentação  negativa  para  controlar  o  volume  de  LP.  Quando  a 

quantidade de LP excede o fluxo linfático máximo, ocorre o derrame pleural 

(Miserocchi 1997).



1.3 Principais proteínas do M. tuberculosis

Cerca de 150 proteínas caracterizadas de  M. tuberculosis  apresentam 

propriedades  antigênicas  (Koneman  1992).  As  mais  predominantes  foram 

isoladas, caracterizadas e copiadas por síntese química e seus genes foram 

enxertados  em  hospedeiros  como  a Escherichia  coli,  para  a  produção  em 

grande  escala  de  proteínas  recombinantes  (Rose  1997).  Para  facilitar  os 

estudos, essas proteínas têm sido agrupadas em quatro grupos de acordo com 

a função, sequência e características físico-químicas.

O primeiro grupo é formado por proteínas do choque térmico (Hsp, do 

inglês  heat  shock  protein),  que  são  polipeptídios  essencialmente 

citoplasmáticos.   A expressão dessas proteínas aumenta  frente a estímulos 

estressantes como as mudanças de temperatura, aumento do dano oxidativo e 

a  diminuição  de  nutrientes.  Acredita-se  que  esse  aumento  proteja  a 

micobactéria  durante  situações  adversas,  pois  auxilia  na  manutenção  da 

conformação funcional das proteínas essenciais e na redução da desnaturação 

proteica. Agrupam-se em famílias dependendo da massa molecular hsp65 KDa 

o GroEL, hsp 10 KDa o GroES, hsp 70 KDa o Dnak, hsp 90 KDa, hsp 16 KDa , 

o Hsp-X ou alfa cristalina, entre outras (Chang et al. 1994). Essas proteínas 

estão presentes tanto em células procarióticas como eucarióticas e sabe-se 

que são altamente conservadas dentro e entre as espécies (Chang et al. 1994).

O segundo grupo são as lipoproteínas, incluindo as de 19 KDa, 26 KDa, 

27 KDa  e 38 KDa, que são constituintes principalmente da parede celular e 

que podem ser encontradas no citoplasma, sendo as de 19 e 38 KDa as mais 

importantes.  Considera-se  que  essas  lipoproteínas  estejam  envolvidas  na 



indução das respostas imunes humoral e celular, especialmente na resposta de 

células T de memória in vitro, e possuam um papel funcional no transporte de 

nutrientes através da parede celular (Rees et al. 1993).

Um  terceiro  grupo  são  as  proteínas  secretórias,  constituído 

principalmente por proteínas de 15, 18,  23,  26, 27,  30,  31, 31.5 e 41 KDa, 

algumas  destas  formam  o  complexo  antígeno  85  que  é  um  dos  maiores 

constituintes do sobrenadante de cultivo de  M. tuberculosis (Wilker & Harboe 

1992; Rojas & Cabrera 2000).

O quarto grupo é formado pelas enzimas L-alanina desidrogenase de 40 

KDa  e  a  superóxido  desmutase  de  23  KDa,  que  estão  envolvidas  no 

mecanismo de defesa do bacilo dentro do macrófago (Wilker & Harboe 1992; 

Rojas & Cabrera 2000).

1.3.1 Hsp-X

O antígeno Hsp-X (Rv 2031c), do inglês  Heat Shock Protein X, é uma 

proteína  frequentemente  conhecida  como  antígeno  do  choque  térmico,  α- 

cristalina, proteína de 16/14 KDa e/ ou proteína ARC, por ser  codificada na 

região gênica arc (Verbon et al. 1992; Steingart et al. 2009).

Em 1998, foi publicado por Yan e seus colaboradores que a transcrição 

de arc é induzida sob médias condições de hipóxia, em modelos experimentais, 

usando macrófagos infectados por  M. tuberculosis. Essa proteína é requerida 

para  o  crescimento  in  vivo  da bactéria  no  interior  dos  macrófagos  murinos 

derivados da medula óssea e de células monócitos humanos THP-1. 



Culturas de  M. tuberculosis em ambientes com baixa concentração de 

nutrientes (Betts et al. 2002) ou hipóxia (Sherman et al. 2001; Rosenkrands et 

al. 2002), ou em pH baixo (Fisher et al. 2002), ou em baixas concentrações de 

óxido nítrico (Voskuil et al. 2003) fazem a transcrição de 48 genes dormentes 

regulados por DosR (Rv 3133c). Esses ambientes, provavelmente, mimetizam 

as condições in vivo do tubérculo, na qual o bacilo persiste dormente. Desses 

genes, o membro mais conhecido regulado por DosR é a proteína de 16 KDa 

alfa cristalina (Hsp-X) (Yuan et al. 1998). 

A proteína Hsp-X é altamente imunogênica para células B, refletida pela 

presença de anticorpos específicos em aproximadamente 70% dos pacientes 

com  TB  pulmonar  com  escarro  positivo  para  M.  tuberculosis e  50%  dos 

pacientes com culturas negativas (Jackett et al. 1988; Lee et al. 1992; Raja et 

al., 2002; Demissie et al. 2006). No que diz respeito às células T, Caccamo e 

seus colaboradores (2002) reportaram a existência de células T CD4+ e T CD8+ 

que reconhecem epítopos do Hsp-X em pacientes com TB.

1.4 Resposta imune ao M. tuberculosis

Os primeiros componentes de defesa do hospedeiro,  após a violação 

das barreiras anatômicas, constituem a imunidade inata, a qual inclui fagócitos 

mononucleares, células Natural Killer (NK) e outras células de origem linfoide, 

neutrófilos e fatores presentes no soro, incluindo o sistema complemento e os 

anticorpos (Crevel et al. 2002). 

Os  macrófagos  alveolares  residentes  são  as  primeiras  células 

envolvidas na captura inicial do M. tuberculosis. Após esse primeiro encontro, 



células dendríticas e macrófagos derivados de monócitos também fazem parte 

do processo fagocítico (Crevel et al. 2002). 

Antes da fagocitose, o reconhecimento do  M. tuberculosis ou produtos 

micobacterianos  é  o  passo  principal  para  uma  resposta  imune  efetiva.  O 

reconhecimento imune do principal componente da parede micobacteriana, a 

lipoarabinomanana  (LAM),  assemelha-se  muito  ao  reconhecimento  de 

lipopolissacarídeo  (LPS)  das  bactérias  Gram  negativas.  Vários  fatores 

circulantes e receptores estão envolvidos nesse processo, dentre eles o CD14, 

os  receptores  Fc  (FcR),  os  receptores  do  sistema  complemento  (CR), 

presentes na superfície dos macrófagos (Fenton et al. 1998).

Os  neutrófilos  são  as  primeiras  células  responsivas  às  proteínas 

micobacterianas,  presentes  no  espaço  pleural.  Em  modelo  animal,  após 

inoculação do derivado proteico purificado (PPD) e consequentemente derrame 

pleural,  observa-se  que  inicialmente  predominam  neutrófilos  os  quais  são 

responsáveis pelo recrutamento de monócitos do sangue (Antony et al. 1985). 

Antony  e  seus  colaboradores  (1995)  sugerem  que  as  células  mesoteliais 

desempenham  um  papel  importante  no  recrutamento  de  neutrófilos  e 

monócitos sanguíneos na TBP. Após alguns dias, os linfócitos são as células 

dominantes do LP (Wisdrow & Nilsson 1982). A maioria dos linfócitos do LP 

são linfócitos T, principalmente CD4+ (Rossi et al. 1987), com uma média de 

relação CD4: CD8, de 4,3 no LP e de 1,6 no sangue periférico (Fontes et al. 

1990). 

Após  a  fagocitose,  células  dendríticas  e  macrófagos  apresentam 

antígenos  micobacterianos  às  células  T,  os  quais  se  tornam  ativados, 

produzem citocinas que promovem a ativação, diferenciação de macrófagos e 



formação do granuloma. Alguns componentes da parede bacteriana, tais como 

proteínas,  complexo  proteoglicanas  e  LAM,  são  capazes  de  estimular  os 

macrófagos  no  local  da  infecção  a  produzirem  o  fator  de  necrose  tumoral 

(TNF), um importante componente para formação do granuloma (Barner et al., 

1990), assim como a interleucina (IL) - 1 (Kuraswa & Shimokata 1991; Ferrer 

1997). 

A  TBP  desenvolve  principalmente  uma  resposta  imune  do  tipo  Th1, 

caracterizada pela presença de células T CD4+  produtoras de interferon gama 

(IFNγ) (Prabha et al. 2007). O desenvolvimento da resposta imune adaptativa 

depende, em grande parte, do contexto inicial da ativação, que inclui a duração 

e  a  avidez  do  contato  com  o  complexo  peptídeo/  molécula  do  complexo 

principal  de  histocompatibilidade  (MHC)  e  a  presença  de  moléculas  co-

estimuladoras (Mucida et al. 2008) e a via de ativação da resposta imune inata. 

Dependendo da via,  M. tuberculosis é reconhecida pelas células dendríticas 

(DCs), diferentes populações celulares podem ser geradas.

Se  o  reconhecimento  de  M.  tuberculosis se  der  pela  via  Toll  like 

Receptor (TLR) 2, levará as DCs a secretarem IL-23 (Cooper & Khader 2008), 

polarizando para a resposta imune celular do tipo Th1, eficiente nas infecções 

causadas pela produção de citocinas como  IFNγ,  IL-2, IL-12, IL-18 e TNF-α 

(Flynn & Chan 2001; Schluger 2001; Orme 2004). Pode ocorrer também uma 

resposta do tipo Th17, caracterizada pela secreção de IL-17 (Cooper & Khader 

2008),  importante  citocina  quimioatraente  de  neutrólfilo  (Cruz  et  al.  2006). 

Adicionalmente,  trabalhos  recentes  sugerem  que  a  IL-23  desempenha  um 

papel protetor durante a infecção por M. tuberculosis por induzir uma resposta 



mediada por células Th17 e facilitar a geração de células de memória (Fletcher 

2007).

Se  o  reconhecimento  de  M.  tuberculosis for  via  TLR-4,  estimulará 

principalmente a secreção de IL-10 que ativará uma população de linfócitos T 

reguladores e uma resposta imune humoral (Th2), não protetora para a TB, 

caracterizada  pela  produção  de  citocinas  como  IL-4,  IL-6,  IL-13  e  fator 

transformador  do  crescimento  beta  (TGF-β).  Porém essa  resposta  colabora 

atenuando as lesões inflamatórias provocadas pela infecção (Cooper & Khader 

2008).

A  resposta  imune  na  TBP  é  caracterizada  principalmente  pelo 

desenvolvimento de um ambiente Th1. Nessa enfermidade, a expressão de 

TLR 2 nos monócitos pleurais (Prabha et al. 2008), assim como, os níveis de 

IFNγ, TNF  e  IL-12  estão  geralmente  elevados  no  LP  nessa  enfermidade 

(Maeda et al. 1993; Zhang et al. 1994). A importância de citocinas Th1 está 

principalmente na contenção da infecção por  M. tuberculosis  (Wallis & Ellner 

1994). No decorrer da TBP, observa-se que os níveis de IFNγ e TNF diminuem, 

ou seja,  existe uma modulação negativa em relação ao avanço da doença. 

Portanto baixas concentrações dessas citocinas podem indicar incapacidade 

de eliminação do bacilo (Barbosa et al. 2006).

As  concentrações  de  IFNγ e  TNF  estão  diretamente  correlacionadas 

com o aumento do tecido necrosado. Nesse mesmo contexto, uma resposta 

reguladora se torna satisfatória já que a produção de IL-10 por células T CD4+ 

reguladora contribui para mecanismos que inibem o dano provocado por uma 

resposta inflamatória crônica, ou seja, a necrose pleural (Barbosa et al., 2006). 

Adicionalmente, células reguladoras expressando altos níveis de forkhead box 



P3 (Foxp3), estão abundantes no LP e contribuem para diminuir a proliferação 

excessiva de células T CD4+ CD25- e nesse sentido favorecem o balanço entre 

a imunidade e a tolerância (Xué- Jun et al. 2008).

O controle efetivo da infecção micobacteriana envolve a contenção do 

bacilo  e  a  morte  de  macrófagos  infectados,  através  da  ativação  destes  e 

recrutamento  de  linfócitos  para  o  sítio  da  infecção,  com formação  de  uma 

estrutura  organizada,  conhecida  como  granuloma  (Florido  et  al.  2002).  A 

formação  do  granuloma  é  considerada  por  muitos  autores,  o  componente 

essencial da resposta imune protetora contra M. tuberculosis.

A formação do  granuloma está  intimamente  ligada com a reação de 

hipersensibilidade do tipo tardia, a qual é desenvolvida por uma resposta imune 

adaptativa, mediada por células, principalmente linfócitos T e suas citocinas. 

Macrófagos epitelioides estão presentes no centro do granuloma com algumas 

células gigantes multinucleadas e essa área central é circundada por linfócitos. 

Células  dendríticas  também  podem  estar  presentes.  Bezuidenhout  e  seus 

colaboradores,  em 2009,  observaram a  presença  de  células  positivas  para 

TNF-α  em granulomas  necróticos  de  pacientes  com  TBP.  Apesar  disso,  a 

presença de TNF-α na resposta  imune contra  M. tuberculosis é  necessária 

para a formação do granuloma (Bekker et  al.  2000;  Roach et al.  2002).  No 

centro  do  granuloma,  existe  necrose  que  provavelmente  ocorre 

secundariamente à apoptose de macrófagos infectados, de células epitelioides 

e de células T ativadas (Keane et al., 1997; Fayyazi et al. 2000). A resolução 

da  lesão  granulomatosa  é  acompanhada  por  uma  cicatrização  com 

participação de fibroblastos na periferia deste. A presença de necrose e fibrose 



extensas  em granulomas  na  TBP está  associada  à  progressão  da  doença 

(Barbosa et al. 2006).

1.5 Imunidade Humoral

É aceito que a imunidade mediada por células possua um papel crucial 

no  controle  da  infecção  por  M.  tuberculosis,  no  entanto,  evidências 

convincentes do papel protetor das células B e dos anticorpos contra inúmeros 

patógenos  intracelulares  têm  sido  fundamentadas  (Abebe  &  Bjune  2009; 

Maglione & Chan 2009).

Uma  das  principais  razões  para  a  noção  de  que  os  anticorpos  não 

possuam efeito protetor contra patógenos intracelulares é o fato de eles não 

poderem  entrar  no  citoplasma  das  células  infectadas  e  afetar  o  patógeno. 

Contudo patógenos intracelulares facultativos  tais  como  M. tuberculosis têm 

fases  do  ciclo  tanto  intracelular  quanto  extracelular.  Muitos  bacilos 

intracelulares  podem  evitar  a  morte  e  continuar  a  multiplicar-se,  levando 

finalmente  à  lise  da  célula  hospedeira.  Os  bacilos  saem  dessas  células, 

passam  para  o  ambiente  extracelular  até  serem  capturados  por  outros 

macrófagos  e  monócitos.  Essas  últimas  células  ingerem bacilos  facilmente, 

mas  são  incapazes  de  matar  M.  tuberculosis virulentos  ou  inibir  seu 

crescimento. Assim, o ciclo de multiplicação bacilar se repete (Abebe & Bjune 

2009).

Estudos  in vitro também mostraram claramente o papel dos anticorpos 

na  inibição  da  multiplicação  dos  patógenos,  neutralização  de  toxinas 

produzidas por eles, citotoxicidade celular, opsonização, indução da cascata do 



complemento e prevenção de infecções em culturas de tecidos (Igietseme et al. 

2003;  Relijic  et  al.  2006).  Dentre  estes,  a  opsonização  é  considerada  o 

mecanismo mais importante dos anticorpos na defesa contra  M. tuberculosis 

(Abebe & Bjune 2009).

Estudos em camundongos mostram que células B modulam a resposta 

do hospedeiro frente ao patógeno de várias maneiras. Durante uma infecção 

aguda,  a  ligação  seletiva  aos  receptores  Fcγ por  anticorpos  acentua  uma 

resposta  Th1  e  promove  a  diminuição  e  a  contenção  micobacteriana  com 

inflamação mínima.  Inversamente,  a  ligação a receptores inibitórios FcγRIIB 

aumenta a produção de IL-10 e compromete dessa forma a imunidade contra 

M. tuberculosis (Maglione & Chan 2009).

Adicionalmente,  observa-se  que  durante  infecções  agudas,  células  B 

são  requeridas  para  uma  ótima  resposta  granulomatosa  e  uma  imunidade 

efetiva  contra  o  bacilo,  sendo  que  a  ausência  de  células  B  resulta  na 

desorganização do granuloma. Em função disso, um aumento da inflamação é 

necessário para conter a infecção. Por conseguinte, durante a fase crônica, em 

que  o  bacilo  é  contido,  células  B  igualmente  promovem a  perpetuação  da 

resposta  imune local  contra  M. tuberculosis  e contribuem na prevenção da 

reativação da doença (Maglione & Chan 2009). O que justifica em grande parte 

a  presença  de  células  T  e  B  associadas  a  nódulos  pulmonares  durante  a 

infecção, tanto em camundongos quanto em seres humanos (Tsai et al. 2006).

Existem diferentes populações de linfócitos B maduros com capacidade 

para  produzir  anticorpos:  1)  linfócitos  B  convencionais  também  conhecidos 

como linfócitos B foliculares, linfócitos B2, linfócitos B0, 2) linfócitos B da zona 

marginal esplênica e 3) linfócitos B1 (Merino & Gruppi 2006).



Durante  o  desenvolvimento  de  uma  resposta  imune  adaptativa, 

anticorpos, de alta afinidade, específicos para o patógeno e imunógeno são 

produzidos pela interação de células B e células T auxiliares. Essa resposta 

precisa, no entanto, lenta, denominada Timo-dependente, envolve geralmente 

células  B2.  Contudo anticorpos  presentes  no soro,  denominados anticorpos 

naturais,  que contribuem para a primeira linha de defesa contra os agentes 

infecciosos, são produzidos, de maneira Timo-independente, por linfócitos B1 e 

linfócitos da zona marginal (Merino & Gruppi 2006).

As células B1, responsáveis pela produção de IgM sérica e cavitárias, 

constituem  uma  população  de  linfócitos  B  com  localização  anatômica  e 

características  fenotípicas  e  funcionais  particulares.  Os  linfócitos  B1  se 

localizam majoritariamente nas cavidades peritoneal  e pleural  (Kroese et  al. 

1992) e apresentam o fenótipo B220lowIgMhiCD23low/-CD43+IgDlow. Essas células 

possuem  características  de  células  ativadas  e  são  de  maior  tamanho  e 

complexidade citoplasmática que as células B2 (Merino & Gruppi 2006).

Fenotipicamente,  os  linfócitos  B1  presentes  na  cavidade  peritoneal  e 

pleural  não são muito  diferentes  dos linfócitos  B1 esplênicos,  portanto uma 

expressão diferencial de moléculas de superfície não explica o porquê dessa 

população de linfócitos se localizar preferencialmente nesses locais (Merino & 

Gruppi  2006).   Acredita-se  que  a  IL-10,  citocina  secretada  pelos  próprios 

linfócitos B1 peritoneais, participa da retenção destes na cavidade peritoneal. 

Já foi demonstrado que tanto a quimiocina CXCL-12 quanto a IL-10 contribuem 

de maneira sinérgica na manutenção dessas células no peritônio (Ishida et al. 

1994; Nisitani et al. 1995; Foussat et al. 2001). Propõe-se que a IL-10 aja sobre 

linfócitos B1, potencializando os efeitos da CXCL-12, produzida pelas células 



mesoteliais  presentes  na  cavidade  peritoneal.  Essa  quimiocina  tem  como 

principal função manter a sobrevida dos linfócitos B1, conservá-los na cavidade 

peritoneal e favorecer a sua proliferação (Balabanian et al. 2002). 

 Os anticorpos produzidos por linfócitos B1 têm um papel protetor, que 

está  implicado  na  remoção  de  células  envelhecidas  e  apoptóticas,  em 

mecanismos de imunomodulação e às infecções, tais como a infecção por M. 

tuberculosis (Merino & Gruppi 2006).

1.6 Principais citocinas envolvidas na resposta imune à TBP

A TBP é um dos melhores modelos para se avaliar a resposta imune 

celular ao M. tuberculosis, pois, no espaço pleural, a doença é auto-limitante, o 

que  quer  dizer  que  ela  é  muitas  vezes  curável,  sem  necessidade  de 

tratamento. Nesse sentido, as citocinas possuem um papel fundamental e por 

isso  devem  ser  estudadas,  pois  são  importantes  peças  da  resposta 

imunológica que estão envolvidas na regulação, inflamação e hematopoese.

Quando se comparam as citocinas entre grupos de pacientes com TBP, 

controles saudáveis e entre a segunda forma mais comum de derrame pleural, 

pacientes com câncer pleural, nota-se que há um predomínio das citocinas: IFN

γ,  IL-12p40,  IL-18  e  IL-8  em  pacientes  com  TBP.  Assim  como  há  um 

predomínio  dos  níveis  de  ligante  solúvel  de  sFas  (sFasL),  provavelmente 

correlacionado com os níveis de IFNγ e IL-18. Desse modo, a resposta tipo 

Th1, nessas circunstâncias, é mais pronunciada. Acredita-se que o aumento de 

Fas e consequente  aumento  da apoptose possam colaborar  de  uma forma 

protetora no final da resposta imune ao M. tuberculosis.  O fato de o IFNγ e o 



FasL estarem aumentados na TBP indica  que estes  podem ser  usados no 

diagnóstico dessa patologia (Budak et al. 2008). Estudos anteriores concordam 

em grande parte  com esse achado.  No LP de pacientes  com TBP,  há um 

predomínio  das  citocinas:  IFNγ (Villegas  et  al.  2000),  TNF-α  (Ogawa et  al. 

1997; Hua et al. 1999), IL-12 (Zhang et al. 1994), IL-18 (Vankayalapati et al. 

2000) e IL-8 (Yamanda et al. 2001; Dlugovitzky et al. 1997) comparado com LP 

de outras doenças que causam derrame pleural.

Em  pesquisa  recente,  publicado  por  Siawaya  e  seus  colaboradores 

(2009) foram investigados os níveis de 29 citocinas do soro de pacientes HIV 

negativos, com TB pulmonar sem derrame pleural e em pacientes com TBP 

com e  sem coinfecção  por  HIV.  O  grupo  controle  usado  foi  de  indivíduos 

saudáveis  M. tuberculosis latentes e pacientes sem derrame pleural por TB. 

Observou-se que pacientes com TBP possuem um aumento dos níveis dos 

marcadores característicos de inflamação, em comparação com pacientes com 

TB pulmonar, tais como fator de crescimento endodermal, fator estimulador de 

colônias  granulocitárias,  IL-1β,  IL-6,  IL-8,  IL-10,  proteína  quimioatraente  de 

monócito  -1,  proteína inflamatória  de macrófago (MIP-1α),  MIP-1β, TNF-α e 

fator de crescimento vascular endotelial.  No entanto, em pacientes com TB 

pulmonar,  sem  derrame  pleural,  notaram-se  altos  níveis  de  moléculas 

envolvidas na interação celular, tais como os de IL12p40 e sCD40L. Siawaya e 

seus  colaboradores  ressalvaram  que  os  altos  níveis  de  fatores  pró- 

inflamatórios encontrados no soro de pacientes com TBP, tais como CXCL10/ 

IP-10  e  CCL3/  MIP-1α,  podem  ser  usados  como  importantes  marcadores 

diferencias para distinguir a TB pulmonar da TBP.



São desconhecidos os motivos que determinam a cura natural da TBP, 

tanto  o  que  leva  à  regressão  do  derrame  pleural  quanto  o  que  leva  ao 

desenvolvimento de espessamento pleural, por fibrose. Acredita-se que o TGF-

β, sendo uma potente citocina profibrótica, tenha um papel fundamental nesse 

quadro (Cugell & Kamp 2004). Os níveis de TGF-β são mais elevados no soro 

e no LP de pacientes com TBP do que em pacientes com transudatos (Ceyhan 

et al. 2003), o que confirma essa hipótese. Esses altos níveis de TGF-β em 

pacientes  com  TBP  estão  diretamente  associados  ao  aumento  do 

espessamento pleural (Seiscento et al. 2007). Adicionalmente, confirmando tais 

suposições,  observa-se  que a  administração  intrapleural  de  anticorpos  anti- 

TGF-  β  reduz  a  fibrose  e,  consequentemente,  o  espessamento  pleural  em 

pacientes com TBP (Sasse  et al. 2003). 

1.7 Diagnóstico da TBP

O  diagnóstico  da  TBP  permanece  um desafio  na  prática  clínica.  Os 

métodos convencionais, bastante úteis para o diagnóstico de TB pulmonar, têm 

baixa eficácia quando realizados no LP (Kaisemann et al. 2004).

1.7.1 Teste tuberculínico

Na população com alta incidência de TB, em países em que a vacinação 

com BCG é rotineira, a presença de reação positiva no teste tuberculínico tem 

valor discutível como método auxiliar no diagnostico da TBP, se realizada nos 



primeiros  10  anos  após  a  vacinação.  Em  pacientes  imunossuprimidos  ou 

anérgicos, o teste negativo não afasta o diagnóstico de doença (Ferrer 1996).

Na fase inicial  ou aguda da TBP o teste cutâneo pode ser negativo. 

Nessa fase, existe normalmente uma linfopenia periférica transitória, pois os 

linfócitos  T  CD4+ se  encontram  recrutados  no  espaço  pleural.  Após 

aproximadamente dois meses, pode haver a viragem do teste tuberculínico. A 

evidência dessa viragem, caracterizada pelo aumento em 10 mm de induração 

entre o primeiro e o segundo testes, indica a ocorrência de contato recente com 

o bacilo M. tuberculosis (Ferrer 1996).

1.7.2 Adenosina deaminase (ADA)

ADA é uma denominação genérica dada a um grupo de enzimas com 

massas moleculares distintas, que possuem uma função química semelhante 

no  metabolismo  das  purinas,  catalizando  a  conversão  de  adenosina  e 

desoxiadenosina  em inosina  e desoxiinosina,  respectivamente  (Ferrer  1997; 

Lee et al. 2001).

A ADA está presente em quase todos os vertebrados,  no homem,  é 

encontrada  principalmente  nos  linfócitos  e  está  diretamente  relacionada  à 

ativação  dessas  células.  Consequentemente,  em  enfermidades  em  que  há 

maior  participação  de  linfócitos,  a  ADA geralmente  é  detectável  em níveis 

elevados (Kaisemann et al. 2004).

Em  outras  doenças,  contudo,  que  produzem  derrame  pleural  com 

predomínio de linfócitos, a dosagem de ADA pode apresentar resultados falsos 

positivos como, por exemplo, em alguns tipos de linfoma, na artrite reumatoide, 



no lúpus eritromatoso sistêmico, em alguns adenocarcinomas e no empiema 

(Wong 2005).

Embora  seja  um método  muito  sensível  para  o  diagnóstico  da  TBP, 

ainda não foi estabelecido um valor de corte universal que possa ser adotado 

como referência para a quantidade de ADA no LP, pois há uma faixa ampla de 

variação dos resultados de país para país, e mesmo em serviços diferentes de 

uma mesma região (Krenke et al. 2008). Outra dificuldade está relacionada à 

padronização do método. Apesar de o sistema colorimétrico descrito por Giusti 

(Giusti 1974) estar disponível há pelo menos duas décadas, de haver descrição 

de outros métodos de detecção da ADA no LP, e embora seja recomendado 

pela Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia dosar ADA no LP, não 

há um kit industrializado confiável (Kritski et al. 2000).

1.7.3 Radiografia de tórax 

A radiografia de tórax é o método de imagem de escolha na avaliação 

inicial e no acompanhamento de pacientes com TBP. O comprometimento da 

pleura pode se manifestar através de derrame, espessamento ou calcificação 

pleural. O derrame pleural geralmente é unilateral, com volume que varia de 

pequeno a moderado. A presença de imagens parenquimatosas sugestivas de 

atividade de TB, associadas ao derrame pleural, contribui para o diagnóstico. 

Essas  imagens  incluem  cavidades  de  parede  espessas,  nodulações  ou 

consolidações (Bombarda et al. 2001). 

1.7.4 Biópsia e exame anatomopatológico 



A obtenção de fragmentos de tecido pleural través de biópsia por agulha 

foi um grande avanço na investigação diagnóstica das doenças pleurais, pois 

limitou  a  abordagem  cirúrgica  aos  pacientes  sem  diagnóstico.  As  duas 

condições principais que podem ser diagnosticadas através desse método são 

a TB e a neoplasia,  metastática  ou primária,  de pleura  (Neves 1992;  Light 

1995).

A associação da biópsia e cultura do fragmento permite diagnosticar até 

87% dos casos. O diagnóstico etiológico de certeza requer a demonstração por 

cultura de  M. tuberculosis  no LP ou no fragmento de pleura. Embora outras 

condições como sarcoidose, presença de fungos e artrite reumatoide também 

sejam granulomatosas, a demonstração de granuloma com ou sem necrose de 

caseificação é normalmente considerada compatível com TB, por ser esta a 

responsável por mais de 95% dos casos de granuloma pleural. Em pacientes 

com sorologia  positiva  para  o  HIV  e/ou  diabéticos  graves,  pode  não  haver 

formação  desses  granulomas,  o  que  dificulta  o  diagnóstico  pela  análise 

anatomopatológica (Capellozi 2000).

1.7.5 Padrão ouro

O padrão ouro para o diagnóstico da TBP é a cultura com identificação 

da espécie. Entretanto o resultado, além de demorado, tem uma sensibilidade 

apenas razoável (Martins et al. 1977; Seibert et al. 1991; Light et al. 1995). A 

positividade da cultura em meio de Lowenstein-Jensen (LJ)  varia de 10% a 

35% para o LP e de 39 a 65%, para o fragmento pleural obtido através de 



biópsia  por  agulha  (Valdes  et  al.  1998).  Em  razão  disso,  a  presença  do 

granuloma  com necrose  caseosa  é  aceita  como  critério  de  diagnóstico  de 

certeza e a presença do granuloma inespecífico,  ou seja,  sem o padrão de 

necrose,  vem sendo considerada como diagnóstico definitivo,  especialmente 

em áreas de alta prevalência de TB (Martins et  al.  1977; Light  et  al.  1995; 

Ferrer 1997; Valdes et al. 2003).

Mesmo  considerando  esses  dois  critérios,  cultura  e  exame 

histopatológico,  o  diagnóstico  só é possível  em aproximadamente  85% dos 

casos (Follador et al. 1991). Na prática clínica, essa eficácia pode ser menor e 

dados do município  do Rio de Janeiro mostram que um grande número de 

casos (cerca de 50%) tem o tratamento específico instituído sem a confirmação 

do diagnóstico (Soares 2002).

1.8 Testes sorológicos usados em pesquisa para diagnóstico da TB

A sorologia para TB foi introduzida por Arloing em 1898, através de uma 

técnica de hemaglutinação, sendo esta positiva em 57% dos pacientes com TB 

pulmonar  (Daniel  &  Debanne  1987).  Em  1972,  Engvall  e  Perlmann 

descreveram  a  técnica  de  ELISA.  Essa  técnica  não  requer  instrumentos 

sofisticados e seus reagentes são de baixo custo (Daniel  & Debanne 1987) 

Desde  então,  os  testes  sorológicos  têm  sido  utilizados  com  o  objetivo  de 

diagnosticar  a  TB,  sobretudo  em  pacientes  incapazes  de  expectorar,  com 

doença  pulmonar  mínima  ou  em  casos  de  TB  extrapulmonar  (Daniel  & 

Debanne 1987). 



O  teste  ELISA  baseia-se  na  utilização  de  antígenos  expressos  em 

grande quantidade pelo M. tuberculosis, purificados por técnicas especiais, em 

que são testados quanto à presença de anticorpos específicos, nos soros e/ ou 

outros fluidos. Esses ensaios incluem a dosagem, geralmente, de anticorpos da 

classe IgM, IgG e IgA, na tentativa de avaliar qual  ou quais anticorpos são 

melhores  secretados  nas  diferentes   fases   da  doença,  que  possam 

caracterizar a TB (Sable et al. 2005) . 

A primeira geração de testes para detecção de anticorpos foi baseada 

em  misturas  brutas  de  constituintes  e  produtos  de  M.  tuberculosis,  por 

exemplo,  culturas  de  filtrados  proteicos  e  derivados  proteicos  purificados, 

preparações usadas em testes tuberculínicos. Vários desses testes anteriores 

tinham baixa especificidade, assim como os testes que continham misturas de 

antígenos compartilhadas por diferentes espécies bacterianas (Laal & Skeiky 

2005).

O  aumento  na  compreensão  da  resposta  imune  humana  ao  M. 

tuberculosis  e  o  advento  de  novas  ferramentas  genômicas  e  proteômicas 

possibilitaram o descobrimento de novos antígenos capazes de aumentar  a 

especificidade e a sensibilidade dos ensaios, comparadas com a dos ensaios 

com os antígenos da primeira geração (Laal & Skeiky 2005). 

Em 1990, Murate e colaboradores pesquisaram anticorpos IgM, IgG e 

IgA anti PPD de 31 pacientes com TBP e 39 com derrame pleural por câncer, 

observaram que a média das DO foi maior em TBP comparados aos pacientes 

com  efusões  carcinomatosas,  alcançando  uma  sensibilidade  de  22,6%  e 

especificidade de 94,9%. Banchuim e colaboradores (1990), utilizando também 

o PPD para pesquisa em anticorpos IgG presentes no LP, não encontraram 



diferenças estatísticas entre os grupos estudados, de 26 pacientes TBP e 11 

pacientes com câncer, com sensibilidade de 12% e especificidade de 100%. A 

complexa  estrutura  antigênica  do  PPD  contém  muitos  componentes 

heterogêneos que pode explicar os resultados acima.

Pesquisas  recentes  têm  sugerido  que  os  antígenos  de  baixo  peso 

molecular apresentam melhor imunodominância, tais como o CFP-10, CFP-21, 

MPT-51, ESAT-6, MPT-63, MPT-64, GlcB, Hsp-X e o Antígeno 85, entre outros. 

Singh  e  colaboradores  (2003)  testaram  um  ensaio  ELISA,  para  avaliar  a 

resposta  humoral  de dois  antígenos:  MPT-32 e GlcB de pacientes com TB 

ativa.  A sensibilidade do teste foi  de 68% (MPT-52) e 75%(GlcB).  Conde e 

colaboradores (2004) recrutaram pacientes com doença ativa e contatos para 

avaliação sérica de IgA e IgG contra o antígeno P-90 e observaram que a IgA 

apresentou melhor sensibilidade (74%) e especificidade (68%), em relação a 

IgG, com sensibilidade (69%) e especificidade (64%). 

Wang e colaboradores (2005) mostraram a resposta a anticorpos IgM 

aos antígenos CFP-21, ESAT-6, MPT-63 e MPT-64, obtendo sensibilidade de 

34,6%,  60,3%,  52,6%  e  78,2%  respectivamente.  Para  o  anticorpo  IgG  de 

46,2%, 64,1%, 93,6%, 57,7%. Quando o ensaio foi  realizado com todos os 

antígenos  associados,  essa  porcentagem subiu  para  96,2%  (IgM)  e  84,6% 

(IgG),  sugerindo que a combinação de um ou mais  antígenos aumentam a 

acurácia do teste.

Outro estudo utilizando o ensaio ELISA, para analisar o perfil de várias 

subclasses  de  IgG específicos  ao  antígeno  ES-31,  em diferentes  pacientes 

com TB, mostra-se que os anticorpos IgG1 e IgG3 específicos a essa serina 



protease estão aumentados, sugerindo o seu uso como marcador de doença 

ativa (Gupta et al. 2005).

A  imunocromatografia  é  também  um  teste  sorológico  rápido  que 

pesquisa  anticorpos  específicos  para  antígenos  do  M.  tuberculosis,  porém 

apresenta a desvantagem do custo elevado. Um teste de imunocromatografia 

está  em teste  comercial,  fase  III  do  ensaio  clínico,  detecta  anticorpos  IgG 

contra antígenos de  M. tuberculosis usando sangue total, plasma e soro. Os 

melhores  resultados  foram  obtidos  na  dosagem  realizada  no  soro,  com 

sensibilidade de 65% e especificidade de 67% (Gounder et al. 2002).

Em 2008, Olival pesquisou a resposta imune humoral,  anticorpos IgM 

contra  o  antígeno  GlcB  e  MPT-51,  de  80  pacientes  TBP  e  39  NTBP,  a 

sensibilidade encontrada dos ensaios com o LP foi de 30% e 22,5% para o 

antígeno GlcB e MPT-51, respectivamente e os ensaios com o soro de  29% e 

12% para o GlcB e MPT-51,  respectivamente,  para especificidade de 95%. 

Quando  os  resultados  foram  combinados,  houve  um  aumento  de  15%  na 

sensibilidade (45%) para a especificidade de 87,2%. 

 A detecção de imunoglobulinas (Ig) é relativamente simples e barata e 

por isso o sorodiagnóstico para TB tem sido extensivamente investigado. O 

ELISA é uma técnica sensível, reprodutível, rápida, segura, de fácil execução e 

não requer instrumentos sofisticados e caros, o que quer dizer que pode ser 

facilmente realizada em qualquer laboratório. O uso de antígenos purificados, 

juntamente com essa técnica, já foi provado que é uma excelente opção para o 

sorodiagnóstico da TB. (Chiang et al. 1997; Demkow et al. 2004; Okuda et al. 

2004; Almeida et al. 2008).  Esses testes também já mostraram seu potencial 

para o diagnóstico da TB extrapulmonar (Steingart et al. 2007).



II – Justificativa

“Diagnosticar  um  doente  tuberculoso,  particularmente  um  bacilífero 

(doente que, ao tossir, elimina bacilos no ambiente), e tratá-lo corretamente, 

curando-o,  é eliminar uma fonte de infecção. Reduzir  as fontes de infecção 

quebra  a  cadeia  de  transmissão  da  doença  e  diminui  o  problema  da 

tuberculose na comunidade e no mundo”.

Hisbello S. Campos

A  base  dos  programas  para  o  controle  da  TB  consiste  em  um 

diagnóstico preciso e de um tratamento conciso do paciente com TB ativa. O 

fator essencial para contenção da doença está na habilidade do diagnóstico 

precoce, já nos estágios iniciais (Domínguez  et al. 2009).

As  mortes  por  TB,  hoje,  são  decorrentes  principalmente  do 

diagnóstico tardio da doença, concentrando-se nos grupos mais desfavorecidos 

da sociedade e que possuem, portanto, menor acesso aos serviços de saúde. 

Estima-se que, nos países desenvolvidos, o prazo mínimo de diagnóstico de 

um doente por  TB seja de 3 meses (Harries  et  al.  2001).  Nos países em 

desenvolvimento, a demora é muito maior e, o que consequentemente, produz 

um elevado número de infectados e de doentes (Ministério Da Saúde, 2002). 

Diagnosticar e tratar o mais rápido possível a TB é medida prática para salvar 

vidas e recuperar a saúde dos enfermos (Hino et al. 2007).

A TBP representa aproximadamente 8 % de todas as enfermidades 

associadas  à infecção por  M. tuberculosis  (Seibert  et  al.  1991).  Constitui  a 

primeira causa de derrame pleural em áreas com elevada prevalência por TB 



(Promkiamon 1997). Na cidade do Rio de Janeiro (RJ), por exemplo, a TB é 

responsável por cerca de metade dos derrames pleurais (Neves 1992; Silva 

2000; Neves et al. 2004) .

O diagnóstico da TBP é usualmente mais difícil e problemático do que o 

da TB pulmonar (American Thoracic Society 2000; Brodie And Schluger 2005).

O padrão ouro para o diagnóstico é a cultura com a identificação da 

espécie.  Entretanto  o  resultado,  além de  demorado,  tem uma sensibilidade 

apenas  razoável  (Seibert  et  al.  1991;  Light  1995;  Neves  et  al.  2004).  A 

pesquisa  direta,  por  exemplo,  de  bacilo  álcool-ácido  resistente  no  LP  pelo 

método de Ziehl-Neelsen, ou similar, é positiva em menos de 5% dos casos, e 

a cultura em meio de LJ não ultrapassa 40% de positividade (Light 1999). Em 

razão disso, a presença de granuloma com necrose caseosa é aceita como 

critério de diagnóstico de certeza e a presença do granuloma inespecífico, ou 

seja,  sem o  padrão  de  necrose,  vem sendo considerada  como diagnóstico 

definitivo,  especialmente  em áreas  de alta  prevalência  da TB (Neves  et  al. 

2004).  Mesmo  considerando  esses  dois  critérios,  cultura  e  exame 

histopatológico,  o  diagnóstico  só é possível  em aproximadamente  85% dos 

casos (Follador et al. 1991; Neves et al. 2004). 

A combinação da biópsia pleural e a cultura do LP podem aumentar a 

sensibilidade para até 95%. No entanto, representa um método de diagnóstico 

invasivo,  que  requer  tempo  (mínimo  de  três  semanas)  e  elevado  custo 

benefício. Além do mais, esse procedimento se torna  inviável para a maioria 

dos  centros  de  atendimento  no  Brasil,  porque  demanda  estrutura  tempo, 

dinheiro e preparo dos trabalhadores da saúde (Donath 1997).



Estudo  realizado  no  ano  de  2006  em  pacientes  com  TB 

extrapulmonar mostrou que em vários casos de TBP, a estadia prolongada dos 

pacientes  nos  hospitais  está  diretamente  associada  ao  diagnóstico  tardio 

(Arciniegas & Orjuela 2006). 

Mesmo com o advento da aplicação de novas técnicas diagnósticas, 

atualmente  desenvolvidas,  cerca  de  10%  a  20%  dos  derrames  pleurais 

permanecem  sem  diagnóstico  etiológico  definido  depois  de  esgotados  os 

métodos  diagnósticos  disponíveis  (Villena  et  al.  2002). Dentre  esses  novos 

métodos,  por  exemplo,  a  dosagem  da  adenosina  desaminase  (ADA)  tem 

merecido  destaque  em  razão  de  sua  alta  sensibilidade  (>90%).  A  quase 

totalidade dos estudos comprovou sua utilidade e recomenda seu uso na rotina 

de  investigação  da  TBP,  mesmo  em  indivíduos  portadores  do  vírus  da 

imunodeficiência  humana,  especialmente  nas  áreas  de  alta  prevalência  da 

doença  (Fiuza  1997;  Riantawan et  al.  1999).  Em virtude  da  sua  moderada 

especificidade  (em torno  de  85%),  o  método  não  permite  o  diagnóstico  de 

modo isolado, e a associação com outros critérios clínicos e laboratoriais tem 

sido sugerida, no intuito de melhorar o rendimento do teste (Fiuza 1997; Valdes 

et al. 1993; Riantawan et al.  1999; Silva 2000). No entanto, não existe uma 

associação de critérios nem um valor de probabilidade aceito para tal propósito.

Embora o derrame pleural tuberculoso seja, per se, uma situação de 

pouca  morbidade  e  de  mortalidade  desprezível,  deve  ser  diagnosticada  e 

tratada adequadamente. Por conseguinte, prevenir danos ao paciente, como 

espessamento pleural residual e, o que é mais grave, o posterior surgimento de 

TB pulmonar e extrapulmonar, a chamada TB pós-pleurítica. 



 A  TBP é  uma doença  potencialmente  curável  se  a  acurácia  do 

diagnóstico for  realizada e a quimioterapia instituída efetivamente durante o 

estágio  ativo  da  doença  (Anie   et  al.  2007).  No  atual  momento,  os  testes 

diagnósticos podem ser a fonte de maior  economia nos serviços de saúde. 

Testes rápidos e acurados é a chave para tratamentos efetivos e redução dos 

custos. Em função de todo o exposto, há a necessidade de se desenvolver um 

diagnóstico eficaz, rápido e barato para pacientes portadores de TBP.



III – Objetivos

3.1 Objetivo geral

• Deduzir  a  acurácia  de  um  ensaio  imunoenzimático  (ELISA)  com  o 

antígeno recombinante de 16 KDa, Hsp-X, para diagnóstico de TBP.

3.2 Objetivos específicos

 Estimar  a  sensibilidade  e  a  especificidade  do  ELISA,  utilizando  o 

antígeno recombinante de  M. tuberculosis, Hsp-  X,  para detecção de 

anticorpos da classe IgM do soro e do LP;

 Estimar  a  sensibilidade  e  a  especificidade  do  ELISA,  utilizando  o 

antígeno recombinante do  M. tuberculosis, Hsp-  X,  para detecção de 

anticorpos da classe IgG do soro e do LP;

 Estimar  a  sensibilidade  e  a  especificidade  do  ELISA,  utilizando  o 

antígeno recombinante do  M. tuberculosis, Hsp-  X,  para detecção de 

anticorpos da classe IgA do soro e do LP.



IV – Material e Métodos

4.1 Modelo do estudo

Acurácia de um teste ELISA 

4.2 População de referência 

Pacientes com derrame pleural

4.3 População em estudo 

No período de setembro de 2002 a abril  de 2007 foram avaliados no 

Setor de Métodos Especiais (SME) do Instituto de Doença do Tórax (IDT) do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro (UFRJ), 249 indivíduos com suspeita de derrame pleural, dos quais 

74  não  preencheram  critérios  de  elegibilidade  (30  não  tinham  quantidade 

suficiente de LP para a amostra do estudo, 34 indivíduos não tinham derrame 

pleural,  5  indivíduos  não  assinaram  o  termo  de  consentimento  e  em  5 

indivíduos ocorreram problemas técnicos no manuseio das amostras). Foram 

incluídos no estudo 175 pacientes. Destes, 43 foram excluídos do estudo pelos 

seguintes  motivos:  13  não  foram  submetidos  ao  ELISA  das  amostras  de 

sangue devido à hemólise e 30 o diagnóstico final  foi  desconhecido. Assim, 

foram analisados os dados de 132 indivíduos, dentre os quais 97 apresentaram 

o diagnóstico final de TBP e 35 apresentaram outro diagnóstico diferente de 



TBP. Conforme a Figura 2, a distribuição dos não TBP foram pacientes com 

câncer,  pneumonia,  lúpus  eritematoso  sistêmico,  insuficiência  cardíaca 

congestiva e insuficiência hepática.

Total 175

43 excluídos

132incluídos

13 não realizaram EIE

30 diagnóstico final desconhecido

97 TBP
3 diagnósticos presunção

35 Não TBP

94 diagnósticos confirmados

28 CA metastático

1 ICC 

2 Insuficiência Hepática

1 LES

3 Derrames Parapneumônicos

19

2

39

15

5

5

5

4

LP (BAAR neg /cult pos)
Pl (BAAR neg /cult pos /histo pos)

LP (BAAR neg /cult pos)
Pl (BAAR pos /cult pos /histo pos)

LP (BAAR neg /cult neg)
Pl (BAAR neg /cult pos /histo pos)

LP (BAAR neg /cult neg)
Pl (BAAR neg /cult neg /histo pos)

LP (BAAR neg /cult neg)
Pl (BAAR pos /cult neg /histo pos)

LP (BAAR neg /cult pos)
Pl (BAAR neg /cult neg /histo pos)

LP (BAAR neg /cult pos)
Pl (BAAR neg /cult neg /histo neg)

LP (BAAR neg /cult neg)
Pl (BAAR neg /cult pos /histo neg)

Figura 2. Fluxograma dos indivíduos recrutados para o estudo

TBP = tuberculose pleural;  Não TBP = não tuberculose pleural;  LP =  líquido pleural;  Pl  = 
fragmento de pleura; BAAR = bacilo-álcool-ácido-resistente; BAAR pos = bacilo álcool-ácido-
resistente  positivo;  BAAR  neg  =  bacilo-álcool-ácido-resistente  negativo;  cult  pos  =  cultura 
positiva  para  tuberculose;  cult  neg  =  cultura  negativa  para  tuberculose;  histo  pos  = 
histopatologia positiva para tuberculose; histo neg = histopatologia negativa para tuberculose; 
CA = câncer; ICC = insuficiência cardíaca congestiva; LES = lúpus eritematoso sistêmico.

4.4 Seleção da amostra



Os  critérios  de  inclusão  usados  nesse  estudo  foram  ausência  de 

tratamento  para  TB,  realização  de  toracocentese  com  biópsia  pleural  e 

assinatura  do  termo  de  consentimento  livre  e  esclarecido  (Anexo  2).  Os 

critérios  de  exclusão  foram  toraconcentese  branca  ou  biópsia  pleural  sem 

fragmento, não realização de ELISA no soro e/ou no LP e diagnóstico final da 

doença desconhecido.

4.5 Toracocentese e biópsia pleural

A  toraconcentese,  as  telerradiografias  e  a  biópsia  pleural  foram 

realizadas pelos médicos assistentes do SME do IDT do Hospital Universitário 

Clementino  Fraga  Filho  (HUCFF)  seguindo  a  rotina  do  Instituto  do  Tórax/ 

HUCFF da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O procedimento 

seguiu a técnica de Cope.

Um frasco do LP com 5 ml e cinco amostras de fragmentos pleurais 

foram enviados para o Laboratório de Micobacteriologia do HUCFF da UFRJ 

para serem submetidos à pesquisa direta de Bacilos Álcool Ácidos Resistentes 

(BAAR) e a cultura para micobactéria. Dois fragmentos pleurais e um frasco de 

LP de 5 ml foram encaminhados para o Setor de Anatomia Patológica para 

análise histológica e citológica para células malignas. Dois frascos com 500 µl, 

de  soro  e  de  LP,  foram  enviados  ao  Laboratório  de  Imunopatologia  das 

Doenças Infecciosas  do  Instituto  de  Patologia  Tropical  e  Saúde Pública  da 

Universidade Federal de Goiás (IPTSP/UFG) para a realização do ELISA.

4.6 Indução do escarro/ Prova tuberculínica



A indução do escarro foi feita através de nebulização com solução salina 

a 3% em nebulizador ultra-sônico. A prova tuberculínica foi feita com 2 UT do 

derivado  protéico  Rt-23,  sendo  a  aplicação  intradérmica  efetuada  na  face 

anterior do antebraço esquerdo, segundo a rotina do Programa de Controle da 

Tuberculose Hospitalar do HUCFF/UFRJ. 

4.7 Antígeno Recombinante

O antígeno recombinante Hsp-X de M. tuberculosis, foi produzido em E. 

coli, pelo laboratório de pesquisa na Universidade Estadual do Colorado (CSU) 

e  fornecidos  ao  Laboratório  de  Imunopatologia  das  Doenças  Infecciosas, 

mediante  convênio  firmado com a  Universidade  Federal  de  Goiás,  contrato 

número NOI- AI-75320. 

4.8 Anticorpos (conjugados)

Anti IgG: anticorpo monoclonal de coelho, anti-IgG humana conjugada 

com peroxidase (IgG-HRP, BIO-RAD, São Francisco, California) diluído 1/5000 

para uso no teste de ELISA indireto.

Anti  IgM: anticorpo monoclonal  de cabra,  anti-IgM humana conjugado 

com peroxidase (IgM-HRP,  ZYMED,  São Francisco,  Califórnia,  USA) diluído 

1/5000 para uso no teste de ELISA indireto.



Anti  IgA: anticorpo monoclonal de  cabra, anti-IgA humana conjugada 

com  peroxidase  (IgA-HRP,  SOUTHERNBIOTECH,  Canadá,  USA)  diluído 

1/2000 para uso no teste de ELISA indireto.

4.9 Teste imunoenzimático para detecção de IgM, IgG e IgA do soro e do 

LP.

A detecção de anticorpos da classe IgM, IgG e IgA contra o antígeno 

recombinante Hsp-X do LP e do soro foram realizadas seguindo a técnica de 

ELISA  conforme  Avrameas  et  al.  (1979),  com  algumas  modificações  após 

padronização pelo Laboratório de Imunopatologia das Doenças Infecciosas.

Para  padronização  dos  ensaios  as  amostras  foram  distribuídas  em 

diferentes concentrações, variando de 1/5 a 1/1000, assim como o conjugado 

contendo  o  anticorpo  ligado  à  peroxidase,  o  mesmo foi  testado  em quatro 

concentrações, 1/2000, 1/3000, 1/5000 e 1/6000, tanto para IgM, quanto para 

IgG e IgA. O melhor tempo de incubação das amostras,  em estufa a 37ºC, 

também foi efetuado, principalmente quando o LP foi padronizado, as amostras 

foram incubadas em diferentes períodos, de 12h, 16h e 24 h. O protocolo com 

o melhor resultado foi seguido.

Para a realização do ensaio o antígeno foi adicionado em placas próprias 

para  ELISA,  de  poliestireno  contendo  96  poços  do  laboratório  Corning 

Incorporated Costar. Nessa fase, o mesmo, foi diluído em tampão carbonato-

bicarbonato com pH 9,6, em uma concentração final de 2,5 µg/ml (50µl/ poço) e 

incubado por 18 horas a 4°C. Posteriormente, acrescentou-se 50 µl de tampão 

carbonato-bicarnonato 0,05 M, com leite desnatado em pó a 1% e por mais 2 



horas  as  placas  foram  mantidas  à  temperatura  de  37°C.  Após  o  bloqueio 

realizou-se uma lavagem com PBS para em seguida, adicionar o soro e ou LP. 

O soro e o LP foram diluídos em PBS, leite desnatado a 0,1% diluição de 1/100 

e  1/10,  respectivamente.  Finalizadas  as  diluições,  as  amostras  foram 

distribuídas (50 µl/ poço), em duplicata, nas placas e incubadas. Para avaliação 

de  amostras  séricas,  as  placas  foram incubadas  por  2  horas  em estufa  a 

temperatura de 37  °C, e para avaliação do LP por 24 horas. Em seguida, as 

placas foram lavadas seis vezes com PBS, Tween 20 a 0,05%. As soluções 

contendo os anticorpos anti-IgG, anti-IgM e anti-IgA totais humanas conjugadas 

com peroxidase foram diluídas em PBS, leite  desnatado a 0,05%, em uma 

diluição final de 1/5000, 1/5000 e 1/2000 para IgM, IgG e IgA, respectivamente, 

distribuídas em cada poço (50 µl) e incubadas, mais uma vez em estufa a 37°C 

por  1  hora.  Após  1  hora,  as  placas  foram novamente  lavadas  com PBS e 

Tween 20 a 0,05%. 

O tampão substrato, composto de uma solução contendo 5 mg de  orto-

fenileno-diamina (OPD) e 20 µl de peróxido de oxigênio (30 volumes) diluídas 

em 5 ml  de tampão citrato-fosfato, com pH 5,2 foi pipetado em cada orifício 

das placas e estas incubadas por 15 minutos, ao abrigo da luz. Finalmente, 50 

µl  de  solução  ácido  sulfúrico  4N  foram  adicionados  em  cada  poço.  Os 

resultados  dos  testes  de  ELISA  foram fornecidos  em forma  de  valores  de 

densidade  óptica  (DO),  obtidos  em  leitor  de  ELISA  (Thermo  Systems 

Multiskan), com comprimento de onda de 492 nanômetros.

4.11 Análise estatística



Os dados foram analisados pelo: Programa Prism versão 4.02 (2002) e 

Excel (2003) para elaboração dos gráficos,  tabelas e análise estatística dos 

resultados.  Assumiu-se  uma  distribuição  não  paramétrica  das  amostras, 

adotou-se um intervalo de confiança de 95% e comparou-se os grupos TBP e 

NTBP utilizando o teste de Mann-Whitney. Para a determinação do ponto de 

corte das reações de ELISA, sensibilidade e especificidade, utilizou-se a curva 

característica de operação do receptor (ROC).

4.12 Aspectos éticos deste estudo

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética do Hospital Universitário 

Clementino  Fraga  Filho  da  Universidade  Federal  do  Rio  de  Janeiro  em 

05/09/02 com protocolo de pesquisa n° 137/01- CEP (Anexo 6).



V. RESULTADOS

5.1. Dados sócio-demográficos da população em estudo

A Tabela 1 mostra o perfil  sócio-demográfico dos indivíduos incluídos 

nesse estudo. Um total de 97 pacientes com TBP foram comparados com os 

pacientes  do  grupo  controle  (NTBP),  dos  quais  28  apresentaram  câncer 

metastático, um insuficiência cardíaca congestiva, dois insuficiência hepática, 

um lúpus eritematoso sistêmico e três derrames parapneumônicos. A maioria 

dos pacientes TBP, 83,50%, confirmou vacinação pela BCG, grande parte era 

do sexo masculino, 71,13% (69/97), com mediana de idade de 33 (16-70) anos. 

Dos pacientes NTBP, 57,42% (20/35), confirmaram vacinação pela BCG, 60% 

(21/35) dos pacientes eram do sexo masculino, com mediana de idade de 61 

(17-94) anos.

O  teste  tuberculínico  (PPD  RT  23,  usado  no  Brasil),  avaliado  pela 

técnica de Mantoux, foi realizado em 38 indivíduos do grupo TBP e nove do 

grupo NTBP.  Entre os pacientes com TB ativa, quatro foram reatores fortes, ou 

seja, apresentaram enduração maior que 10 mm e entre os pacientes NTBP, 

em três indivíduos, a leitura foi também maior que 10 mm.

Foi realizado escarro induzido (EI) em 44 indivíduos cujo resultado foi 

positivo para BAAR em 2 amostras e em 10 amostras demonstraram cultura 

positiva  para  TB  em meio  próprio  de  LJ.  Não  foram realizadas  EI  em 88 

indivíduos  recrutados  para  o  estudo.  Não  houve  complicações  quanto  ao 

procedimento de toracocentese e biópsia pleural nos grupos estudados.



Tabela 1. Dados sócio-demográficos da população em estudo. 

Grupos NTBP
n = 35

TBP
n = 97

Sexo (M/F) 21/14 69/28

Mediana de Idade 61 (17-94) 33 (16-70)

BCG (S/N/NR) 20/13/2 81/8/8

PT (S/N/NR) 9/25/1 38/53/6

TBP = Tuberculose Pleural; Não-TBP = Não-Tuberculose Pleural; BCG = Bacilo de 
Calmette Guérin; PT = Prova Tuberculínica; NR = Não Realizado.



5.2 Reconhecimento do antígeno recombinante Hsp-X por anticorpos IgM 

séricos e pleurais dos pacientes com TBP pelo ensaio de ELISA

Na Figura 3 são apresentadas os resultados obtidos após anaílse por 

ELISA dos  anticorpos  da  classe  IgM,  do  soro  e  do  LP,  específicas  para  o 

antígeno  recombinante  Hsp-X,  de  pacientes  TBP  e  NTBP.  O  ensaio  para 

pesquisa de IgM do soro não foi considerado pois a leitura foi próxima de zero, 

0,039 ± 0,05 (TBP) e 0,012 ± 0,008 (NTBP),  o que quer dizer que não foi 

detectado anticorpos específicos ao Hsp-X em pacientes com TBP e NTBP 

(Figura 3A).

Foi detectado uma maior quantidade de anticorpos IgM específicos ao 

Hsp-X, no LP (Figura 3B), de pacientes com TBP em comparação ao grupo 

NTBP. 

As médias e os respectivos desvio padrões do ensaio para IgM do LP 

foram de 0,25 ± 0,144 e 0,14 ± 0,09 para os grupos TBP e NTBP (p<0,05). O 

VPP do ensaio para detecção de IgM do LP foi de 82% e o VPN de 43%.



Figura 3. Níveis séricos de IgM anti- rHsp-X do soro e do LP de pacientes 
com e sem TBP. As médias das DOs de todas as amostra de soro (A) e LP (B) 
dos pacientes com TBP  e controles,  de pacientes NTBP, foram comparadas. 
Os pontos no gráfico  correspondem à leitura  de cada amostra,  diluídas em 
1/100 e 1/10 para o soro e LP, respectivamente, medidas pelo ELISA: 2,5 µg/ 
ml de antígeno rHsp-X e anticorpo anti-IgM humana conjugado à peroxidase 
diluído em 1/5000. A barra horizontal em cada gráfico representa o ponto de 
corte, do ensaio. * p<0,05.
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5.3 Reconhecimento do antígeno recombinante Hsp-X por anticorpos IgG 

séricos e pleurais dos pacientes com TBP pelo ensaio de ELISA

Na Figura 4 são apresentadas os resultados das DO dos ensaios que 

avaliaram a presença da IgG, do soro e do LP, específica para o antígeno 

recombinante Hsp-X, de pacientes TBP e NTBP. Anticorpos IgG tanto do soro 

(Figura 4A) quanto do LP (Figura 4B), que reconhecem o antígeno Hsp-X, no 

ensaio ELISA, não distinguiram pacientes TBP e não TBP, a média das DOs 

desses  ensaios  foram semelhantes,  de  0,0661±0,07  para  pacientes  TBP e 

0,089±0,095 NTBP para IgG do soro e 0,133±0,1 para pacientes TBP e 0,13 

±0,17 para NTBP para IgG do LP.

O VPP do ensaio para pesquisa de IgG do soro foi de 61% e o VPN de 

22%. O ensaio para pesquisa de IgG do LP teve o VPP de 64% e 30% o VPN.



Figura 4. Níveis séricos de IgG anti- rHsp-X do soro e do LP de pacientes 
com e sem (TBP). As médias das DOs de todas as amostra de soro (A) e LP 
(B)  dos  pacientes  com  TBP   e  controles,   de  pacientes  NTBP,  foram 
comparadas. Os pontos no gráfico correspondem à leitura de cada amostra, 
diluídas em 1/100 e 1/10 para o soro e LP, respectivamente,  medidas pelo 
ELISA: 2,5 µg/ ml de antígeno rHsp-X e anticorpo anti-IgG humana conjugado 
à peroxidase diluído em 1/5000. A barra horizontal em cada gráfico representa 
o ponto de corte do ensaio. 
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5.4 Reconhecimento do antígeno recombinante Hsp-X por anticorpos IgA 

séricos e pleurais dos pacientes com TBP pelo ensaio de ELISA

Na Figura 5 são apresentadas os resultados dos valores das DO dos 

ensaios que avaliaram a presença da IgA, do soro e do LP, específica para o 

antígeno  recombinante  Hsp-X  de  pacientes  TBP  e  NTBP.  Os  níveis  de 

anticorpos  IgA  presente  no  soro  (Figura  5A)  de  pacientes  TBP  foi  mais 

pronunciado em pacientes TBP em relação ao grupo controle, NTBP, a média 

das DO com o DP foi de 0,244 ± 0,377 e 0,137 ± 0,174 para o grupo TBP e 

NTBP,  respectivamente,  porém  os  resultados  não  foram  estatisticamente 

diferentes. Pacientes com TBP apresentam também maiores níveis de IgA no 

LP anti Hsp-X do que indivíduos que apresentam derrame pleural por outras 

enfermidades (Figura 5B). Comparando-se as médias das DO dos dois grupos 

(TBP= 0,481± 0,3 e NTBP= 0,203± 0,204), pacientes com TBP apresentaram 

níveis de IgA anti Hsp-X significativamente maiores (p<0,05). 

Para o ensaio que utilizou o soro,  o cálculo  do VPP foi  de 84% e o 

cálculo do VPN de 32%. Usando o mesmo cálculo, obteve-se um VPP de 87% 

e 47% VPN para o ensaio com o LP.



Figura 5. Níveis séricos de IgA anti- rHsp-X do soro e do LP de pacientes 
com e sem TBP. As médias das DOs de todas as amostra de soro (A) e LP (B) 
dos pacientes com TBP  e controles,  de pacientes NTBP, foram comparadas. 
Os pontos no gráfico correspondem à leitura de cada amostra, diluídas 1/50 e 
1/5 para o soro e LP, respectivamente, mediadas pelo ELISA: 2,5 µg/ ml de 
antígeno rHsp-X e anticorpo anti-IgA humana conjugado à peroxidase diluído 
em 1/2000. A barra horizontal em cada gráfico representa o ponto de corte dos 
ensaios. *p<0,05
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5.5  Determinação  da  sensibilidade  e  especificidade  dos  ELISAS 

propostos.

Utilizando-se  os  valores  das  densidades  óticas,  obtidos  de  cada 

indivíduo em cada um dos ensaios, foi possível elaborar uma curva ROC que 

prediz a sensibilidade de cada ensaio, dentro de um ponto de corte sugerido 

pela curva. 

Sendo assim, para a especificidade fixa de 83% o ELISA indireto que 

avaliou os anticorpos da classe IgA anti-Hsp-X do LP apresentou sensibilidade 

de  65%,  apresentando  portanto,  melhor  eficácia  quando  comparado  aos 

demais testes (Tabela 2).



Tabela 2. Sensibilidade e especificidade dos testes imunoenzimáticos com 
IgM, IgG e IgA do soro e do LP, obtidos através da curva ROC

Sensibilidade (%) Especificidade 

(%)

Valor do DO do 

ponto de corte
IgM

Soro ND ND ND
LP

IgG

42 83 0,254

Soro

LP

IgA

Soro

LP

13

16

39

65

83

83

83

83

0,117

0,221

0,159

0,302
ND= Não determinado

VI. Discussão



Nosso  estudo  inclui  homens  e  mulheres  com  derrame  pleural  a 

esclarecer,  em  que  foram  elegíveis  132  indivíduos,  dentre  os  quais  97 

apresentaram o diagnóstico final de TBP e 35 apresentaram diagnóstico final 

diferente de TBP. O diagnóstico de TBP foi  confirmado pela cultura do LP, 

baciloscopia e cultura do fragmento pleural em 96,9% (94/97) dos casos de 

TBP e 3,09% diagnósticos de presunção (3/97). Os indivíduos classificados no 

grupo de TBP apresentaram uma mediana de idade de 33 anos, 71% eram do 

sexo  masculino  e  83,5%  foram  vacinados  pela  BCG. Todos  esses  dados 

concordam com dados da literatura, em que há uma prevalência maior da faixa 

etária mais jovem para os casos de TBP, enquanto que há uma prevalência 

maior de doenças malignas para faixa etária mais idosa (Valdes et al. 2003). 

Ainda concordando com os achados, Steingart e colaboradores (2007), 

após  avaliarem  3720  citações,  em recente  meta-análise,  concluíram  que  a 

média de idade para pacientes com TB extrapulmonar  gira em torno de 35 

anos (com intervalo entre 30 a 56 anos), faixa etária jovem. No que diz respeito 

ao  sexo,  a  OMS  (2009),  após  considerar  2,55  milhões  de  notificações  de 

pacientes com TB, observou que 1,65 milhões eram do sexo masculino e 0,9 

milhões  eram  do  sexo  feminino.  No  entanto,  em  se  tratando  de  TB 

extrapulmonar esses números não variam muito de homem para mulher, pois 

em 101 países que notificaram esse tipo de caso à OMS, o que representa 

50% do total existente, 195 022 foram do sexo masculino e 180 310 do sexo 

feminino, dando uma proporção de 1:1. 

As razões pelas quais as taxas de notificação da TB podem ser mais 

elevadas  nos homens do que nas  mulheres  são mal  entendidas.  Possíveis 

explicações incluem diferenças nos papéis sociais de homens e mulheres e ou 



diferenças biológicas entre homens e mulheres em determinada faixa etária, o 

que afeta diretamente o risco de serem infectados, assim como o risco de a 

infecção  evoluir  para  uma  doença  ativa.  A  constatação  de  que  a  taxa  de 

notificação tende a ser semelhante entre homens e mulheres em países com 

uma elevada prevalência do HIV suporta a hipótese de diferenças biológicas, 

que pode ser  diminuída pela supressão imunológica devido ao HIV.  Outros 

fatores, todavia, não biológicos podem desempenhar um importante papel, tal 

como a preocupação em que as mulheres têm em buscar o serviço de saúde 

em relação aos homens. As razões que compreendem as diferenças e suas 

implicações requerem uma investigação mais aprofundada (WHO 2009).

Os níveis de anticorpos IgM do LP contra o antígeno recombinante Hsp-

X nos pacientes com TBP, dosados por ELISA foram mais elevados do que os 

níveis  de  IgM  dos  pacientes  com  derrame  pleural  por  outras  doenças. 

Anticorpos IgG, tanto do soro quanto do LP, que reconhecem o antígeno Hsp-

X,  no ensaio ELISA,  não distinguiram pacientes TBP e não TBP.  O ensaio 

ELISA  empregando  para  pesquisa  da  IgA  do  LP  foi  eficaz  em discriminar 

pacientes TBP e NTBP.

A  sensibilidade  baixa  dos  ensaios  ELISA,  pode  estar  associada  à 

possibilidade de que alguns dos nossos controles negativos tenham entrado 

em  contato  prévio  com  M.  tuberculosis (assim  como  outras  micobactérias 

ambientais) ou apresentarem uma TB subclínica (Raja et al. 2004). Visto que o 

Rio de Janeiro é o estado com maior incidência de casos do Brasil (83,8/100 

mil habitantes para TB, somente em 2005) (MS 2007), região endêmica e essa 

população ser mais exposta ao bacilo,  justifica as elevadas leituras para os 

controles  NTBP,  por  conseguinte,  pontos  de  cortes  também  elevados  e 



sensibilidades baixas. Observando o nosso grupo de estudo verificamos que 

em sete pacientes controles (NTBP) que realizaram o teste tuberculínico, em 

três o resultado foi reator forte, ou seja, maior que 10 mm de enduração, o que 

sugere que esses pacientes entraram em contato com o agente causador da 

TB. 

Apesar  disso,  Kunter  et  al.  (2003)  sugerem  que,  em  locais  onde  a 

prevalência da TB é alta e a cobertura pela BCG é comum, a avaliação através 

do LP facilitaria no diagnóstico desses pacientes. Em seu estudo, ao avaliarem 

o antígeno A60 de 88 pacientes com TBP, obtiveram uma sensibilidade de 77% 

e  especificidade  de  94% para  pesquisa  de  IgM e  sensibilidade  de  42%  e 

especificidade de 76% para  IgG do LP. 

As conclusões de Kunter e seus colaboradores são refletidos pelo fato 

da  TBP  ser  uma  patogenia  difícil  de  diagnosticar.  O  padrão  ouro  para  o 

diagnóstico é a cultura com identificação da espécie e possui um rendimento 

baixo, pois na TBP a quantidade de bactéria na amostra presentes no LP é 

desprezível.  Segundo  Sahn  (1988),  a  identificação  de  bacilos  álcool-ácido-

resistentes (BAAR) no LP é próxima de zero e pode alcançar no máximo 10%, 

enquanto que a cultura do LP é positiva em torno de apenas 25 a 75% dos 

pacientes. Em  trabalho  realizado  por  Conde  e  colaboradores  (2003),  por 

exemplo, que avaliaram o rendimento da cultura do EI para o diagnóstico da 

TBP de 84 pacientes com TBP e 29 com outras doenças,  observou-se um 

rendimento de apenas 52%, mesmo assim concluíram que esse método apesar 

de não substituir a biópsia pleural, pode ser usado para diagnosticar pacientes 

suspeitos  especialmente  onde  não  há  acesso  à  biópsia  e  a  exames 

histopatológicos.



A sensibilidade do ensaio pode variar também conforme o isótipo da Ig 

pesquisada (Araujo et al. 2008). Nosso estudo mostrou que o melhor resultado 

encontrado foi do ensaio para pesquisa de IgA, com uma sensibilidade de 65%, 

seguida pelo ensaio com IgM com sensibilidade de 42% e por fim, o ensaio 

com a IgG de 16%. Entretanto, em recente meta-análise, de 2009, Steingart e 

seus  colaboradores  avaliaram  a  eficácia  dos  ensaios  sorológicos  para  as 

mesmas três classes de imunoglobulinas no sorodiagnóstico (IgA, IgG e IgM). 

Por meio dessa pesquisa, observou-se que os ensaios com a IgG tiveram a 

melhor sensibilidade, o que quer dizer que em 151 estudos avaliados, a média 

de  sensibilidade  dos  ensaios  foi  de  61%  (com  variação  de  8  a  100),  em 

segundo lugar ficou a IgA, em 25 estudos analisados, a média da sensibilidade 

dos ensaios encontrada foi em torno de 40% (com variação de 10 a 90), por 

último a  IgM,  em 24 estudos  a  média  da  sensibilidade  dos  ensaios  foi  de 

apenas 11 % (com variação de 2 a 71). A média da especificidade entre esses 

ensaios foi  muito  semelhantes,  de 96% (variação de 26 a 100),  96% (com 

variação  de  48  a  100)  e  98%  (variação  de  89-100)  para  IgG,  IgA  e  IgM, 

respectivamente,  semelhante à especificidade dos nossos ensaios,  de 83%. 

Por fim, a melhor união avaliada foi  entre a IgG e a IgA, em 34 estudos a 

sensibilidade ficou por volta de 71 % (43 a 97) e especificidade por volta de 97 

(85 a 100). Contudo esse estudo não cita os antígenos usados por eles.

Células B em diferentes sítios anatômicos sofrem mudanças de isótipos 

distintos.  As  células  B  nas  mucosas  e  serosas,  em especial,  normalmente 

mudam para o isótipo IgA, que é a classe de anticorpo mais eficiente contra os 

microrganismos   que  o  infectam  por  essa  via.  A  mudança  para  a  IgA  é 

estimulada pelo TGF-β, citocina produzida por distintos tipos celulares (Abbas 



& Lichtman, 2005). Visto que os níveis de TGF-β são mais elevados no soro e 

no LP de pacientes com TBP em relação aos pacientes por outras doenças 

(Seiscento et al.  2007),  justifica-se,  desse modo, a possível  troca de isótipo 

para  IgA pelas células B, e consequentemente, o aumento dos níveis de IgA 

no LP dos nossos pacientes com TBP. O que permitiu diferenciar TBP e NTBP.

Em outra meta-análise de Steingart e seus colaboradores (2007), após 

analisarem 21 diferentes estudos, os quais usaram amostras de pacientes com 

TB  extrapulmonar,  concluíram  que  apesar  de  os  testes  comerciais  serem 

rápidos, simples e não invasivos, não há evidências vantajosas suficientes para 

serem usados no diagnóstico da TB extrapulmonar.  Nesse mesmo estudo, a 

sensibilidade dos ensaios variou de 26% a 59%, enquanto a especificidade 

variou de 81% a 100%, para os ensaios em que o LP foi avaliado. No entanto, 

essa revisão possui uma série de limitações, o número de estudos avaliados 

não  foi  suficiente  para  tais  conclusões,  assim  reconhece  o  autor. 

Adicionalmente,  o  número  de  antígenos  testados  foi  muito  pequeno, 

comparado  com  o  repertório  de  antígenos  micobacterianos  existentes 

potencialmente imunogênicos. 

Em pesquisas  preliminares  realizadas  pelo  laboratório  de  Raja  et  al. 

(2006),  já se havia concluído, por meio de ensaio imunoblot, que as proteínas 

de 27 KDa e a proteína de 16 KDa (Hsp-X) são reconhecidas por soros de 

pacientes  com TB  ativa,  e  não  por  pacientes  negativos.  Apesar  disso,  em 

estudos anteriores, a resposta ao antígeno de Hsp-X foi mais pronunciada em 

contatos intradomiciliares do que em pacientes com TB ativa (Jackett  et al. 

1988). Em estudo mais recente, realizado por Silva et al. (2003), a resposta a 

esse antígeno também foi associada a pacientes com TB inativa (resultado da 



cultura e ou raio X negativos), mas que possuíam um grande risco de contrair a 

doença. Adicionalmente, Rabahi e seus colabordores (2007) ressalvaram que o 

Hsp-X é uma proteína de M. tuberculosis expressa diferentemente durantes os 

estágios de infecção, isso porque, nos ensaios sorológicos, seus níveis foram 

mais elevados em pacientes recentemente infectados e por isso consideraram 

ser um excelente marcador de estados iniciais da infecção, ou seja, pacientes 

latentes com alta  chance de adoecerem,  mesmo em populações vacinadas 

com BCG. Esses achados sugerem, desse modo, que esse antígeno possui a 

competência de ser um indicador de risco para adoecer por TB e aponta o 

aumento da resposta imune, frente ao elevado crescimento bacteriano na TB 

ativa (Silva et al.  2003),  e por isso seu uso no diagnóstico TBP possibilitou 

detectar  grande  parte  dos  pacientes  com  TBP,  já  nos  estágios  iniciais  da 

infecção, principalmente quando a pesquisa de IgA do LP foi empregada.

Raja et al.  (2006) avaliaram o perfil  imunogênico de quatro diferentes 

antígenos, 38 KDA, 30 KDa, 27 KDa e 16 KDa (Hsp-X) de pacientes com TB 

pulmonar. Para tal, eles usaram um ensaio imunoenzimático, como no presente 

trabalho, e dosaram três Ig, IgA, IgM e IgG do soro desses pacientes. Para a 

IgG  do  soro  específica,  para  o  antígeno  Hsp-X,  a  sensibilidade  e  a 

especificidade encontradas por eles foram mais elevadas que a nossa, de 62% 

e 100 %, respectivamente. Apesar disso, Raja e seus colaboradores (2006) 

observaram que os melhores resultados foram quando se uniu mais de um 

antígeno, a sensibilidade chegou a 95% para a combinação dos antígenos 38 

KDa, 16 KDa e 30 KDa, com especificidade de 90%.

Desenvolver um teste de diagnóstico imunológico para TB apresenta um 

formidável desafio, em parte porque tanto o estágio da infecção quanto o tecido 



envolvido podem alterar o perfil dos genes expressos pelo microorganismo e, 

desse modo, a resposta dos anticorpos a esses produtos gênicos. Pesquisas, 

durante  a  última  década,  disponibilizaram  evidências  amplas  de  que  M. 

tuberculosis  se  adapta  ao  ambiente,  alterando  o  perfil  de  vários  genes. 

(Mcmurray 2001; Samanich et al. 2001; Singh et al. 2001; Talaat et al. 2004; 

Delogu et al. 2006).  Consequentemente, anticorpos produzidos em resposta a 

TB  pulmonar  não  são  marcadores  apropriados  para  o  diagnóstico  da  TB 

extrapulmonar.  Steingart  e  seus colaboradores (2007)  observaram uma alta 

variabilidade da eficácia dos ensaios sorológicos em formas extrapulmonares. 

No estudo retrospectivo, a sensibilidade desses ensaios variou muito de 26% a 

100%, assim como a especificidade, de 59 a 100%. Se observarmos nossos 

resultados, podemos perceber que somente a IgA teve um resultado diferente 

entre o soro e o LP, sendo que a sensibilidade encontrada no LP não foi tão 

alta quando analisada no soro. 

Em 2007, Senol et al., na Turquia, país com moderada prevalência  de 

TB (40 casos por 100.000 habitantes),  estudaram a resposta imune de 179 

pacientes com TB frente a dois antígenos bacterianos, de 38 KDa e o Hsp-X. 

Nesse  estudo,  pacientes  com  TB  pulmonar  e  com  TBP  apresentaram  os 

valores das DO significativamente mais elevados em relação aos pacientes de 

TB inativos (curados) e dos indivíduos controles, que nunca tiveram TB. Entre 

os pacientes de TB pulmonar e pleural não houve diferença significativa. Sendo 

assim,  Senol  et  al.  (2007)  concluíram que  a  resposta  humoral  a  antígenos 

micobacterianos pode ser um indicador significativo para TB ativa e, portanto, 

contribuir  para  o  diagnóstico  dessa  patogenia.  Além  disso,  Senol  et  al. 



recomendam o uso desses antígenos no diagnóstico da TB extrapulmonar, a 

qual possui uma série de limitações para pesquisa bacteriológica. 

Vários fatores podem interferir na sensibilidade e especificidade de um 

sorodiagnóstico. Ao  se  desenvolver  reagentes  para  um  ensaio  altamente 

específico,  inúmeras  substâncias  antigênicas  de  M.  tuberculosis são 

requeridas. A purificação desses antígenos diretamente de  M. tuberculosis é 

difícil, devido ao fato do rendimento celular ser baixo, ao crescimento do bacilo 

lento e à virulência natural do organismo alta. A solução potencial para esse 

problema é a produção de antígenos recombinantes em organismos tais como 

a E. coli (Imaz et al. 2008). 

Nos dias atuais, diversos testes apostaram no uso de antígenos semi-

purificados. No entanto, pelo fato desses antígenos conterem epítopos capazes 

de  fazer  reação  cruzada,  eles  produzem  reações  de  baixa  especificidade. 

Portanto vários autores reportaram que o uso de antígenos purificados, resolve 

parcialmente  esse  problema,  por  obter  especificidade  mais  alta,  apesar  de 

reduzir a sensibilidade de cada teste sorológico (Bothamley 1995; Lyashchenko 

et al. 2000). Para comprovar essas conclusões, Imaz et al. (2008) pesquisaram 

a IgG do soro específica para três antígenos recombinantes, de 38 KDa, Hsp-

X, de Ag85B separadamente e combinados, de 161 pacientes TB , sendo 51 

com TB extrapulmonar, e desses 28 com TBP, juntamente com 214 controles, 

dos  quais  14  tinham  micose,  14  micobacteriosis,  4  hanseníase,  82  outras 

doenças  e  100  controles  saudáveis.  A  sensibilidade  do  ensaio  com  os 

antígenos separados variou de 25 a 42% e a especificidade de 93 a 96%. Imaz 

e  seus  colaboradores  (2008)  observaram  que  os  níveis  de  anticorpos 

específicos variam muito de indivíduo para indivíduo e concluíram que embora 



nenhum antígeno fosse reativo com a maioria dos soros dos pacientes com TB 

e, mesmo após a união dos mesmos, ou seja, complexados em um mesmo 

poço de ELISA, foram capazes de identificar 70% dos pacientes TB cultura 

positiva.   Adicionalmente,  Imaz e seus colaboradores (2008)  ressalvam que 

essa perda de reconhecimento dos antígenos pelos anticorpos está ligada a 

dois fatores: possibilidade de formação e circulação de imunocomplexos que 

não  são  detectados  por  ELISA  e  variação  de  pessoa  para  pessoa  no 

reconhecimento antigênico. 

A  heterogeneidade  no  reconhecimento  antigênico  pelos  anticorpos 

presentes  no  soro  de  pacientes  com TB explica  as  falhas  na  detecção  de 

anticorpos específicos em pacientes com TB quando apenas alguns antígenos 

purificados  de  M.  tuberculosis são  usados  (Ivanyi  et  al.  1988)  ou  quando 

somente um antígeno micobacteriano é usado, como no presente estudo . 

Significantes variações em resultados sorológicos também podem ser 

observadas  quando  usando  o  mesmo  antígeno  em  amostras  de  soros  de 

diferentes  populações  humanas.  A  diversidade  da  resposta  dos  anticorpos 

frente  M. tuberculosis pode ser  conferida  aos diferentes  tipos de  antígenos 

leucocitário  humano (HLA)  (Agrewala & Wilkinson et  al.  1999;  Okuda et  al. 

2004).  Huygen  et  al.  (1990),   usando  camundongos vacinados  com BCG, 

desvendaram que diferentes  partes  dos anticorpos  podem se ligar  a  vários 

antígenos  de  M.  tuberculosis,  revelado  por  análise  imunoblot.  Assim,  os 

anticorpos podem fazer reações cruzadas. Em humanos, a associação entre os 

títulos de anticorpos contra epítopos particulares de  M. tuberculosis e certos 

HLA justificam também esses resultados (Bothamley et al. 1989). 



O Brasil  é  um país multicultural  que por anos recebeu imigrantes de 

todas  as  partes  do  mundo,  em  especial  da  África,  Itália,  Japão,  Holanda, 

Portugal  e  outros,  nesse  contexto  o  Rio  de  Janeiro  está  estrategicamente 

localizado e por isso teve uma participação apreciável no acolhimento desses 

estrangeiros e devido a isso possui uma população muito heterogênea. Para 

comprovar esse fato, Weldingh e seus colaboradores, em 2005, notaram uma 

ampla  variação  na  sensibilidade  dos  testes  sorológicos  quando  testaram o 

mesmo antígeno em amostras de soro de pacientes com TB moradores de 

Denmark (EUA) comparados com os moradores de Uganda (África).  Para o 

antígeno  usado  nesse  estudo,  Hsp-X,  esse  estudo  já  foi  realizado  e  os 

resultados levaram os autores às mesmas conclusões (Imaz et al. 2004; Senol 

et al. 2007).

Portanto restrições genéticas da resposta imune ao M. tuberculosis e ou 

diferentes  características  entre  as  cepas  micobacterianas  prevalecem  em 

regiões  distintas  do  mundo,  o  que  consequentemente  leva  à  indução  de 

diferentes respostas do hospedeiro e consequentemente torna compreensíveis 

essas variações.

A  resposta  imunológica  humoral  ao  antígeno  Hsp-X  foi  avaliada  em 

seres humanos com TBP e outras doenças que causam derrame pleural.  O 

ensaio imunoenzimático realizado nesses indivíduos reproduziu uma situação 

na qual foi  possível  a detecção de infecção prévia pelo  M. tuberculosis e a 

consequente  resposta  imunológica  deste  contra  o  antígeno  proteico 

recombinante Hsp-X.

As perspectivas lançadas por esses resultados implicam a avaliação do



potencial  diagnóstico  da  proteína  recombinante  Hsp-X a  partir  de  amostras 

obtidas de um número maior  de pacientes.  Dadas as possibilidades,  faz-se 

necessária a pesquisa em grupos de estudos bem caracterizados compostos 

por  indivíduos  saudáveis  de  áreas  endêmicas  e  não  endêmicas,  pacientes 

imunocomprometidos,  pacientes  acometidos  por  outras  micobactéris  e 

pacientes acometidos por outras doenças pulmonares. O emprego de dois ou 

mais antígenos, combinados com o Hsp-X, pode melhorar os resultados dos 

ensaios, conforme Daniel e Debanne (1987) e Conde (2003), o uso de mais de 

um antígeno é capaz de aumentar a sensibilidade em até 20% comparada com 

o uso de antígenos de forma isolada. Portanto a pesquisa de outros antígenos 

imunogênicos  que  poderiam  combinar-se  com  o  Hsp-X  contribuiria  para 

melhorar  a  eficácia do ensaio em pacientes com TBP e consequentemente 

obter um método de diagnóstico seguro, rápido, eficaz e acessível a todas as 

unidades de saúde do Brasil,  em especial  em locais  em que a miséria  e a 

pobreza dificultem o acesso desses doentes à saúde. 



VII. Conclusões

1- O ensaio imunoenzimático,  ELISA, apresentou uma boa eficácia para 

distinguir  pacientes  com TBP de  pacientes  com outras  doenças  que 

causaram derrame pleural.  O  ELISA com o  antígeno  rHsp-X  é  mais 

eficaz para a detecção de anticorpos IgA do LP que para anticorpos IgM 

do soro ou LP, ou ainda anticorpos IgG do soro ou LP.

2- O ELISA realizado com amostras de soro não identificou anticorpos IgM 

anti-  Hsp-X  em  pacientes  TBP  e  NTBP.  O  ensaio  LP  teve  uma 

sensibilidade de 42% e especificidade de 83%.

3- O  ELISA  para  pesquisa  de  anticorpos  IgG  anti  Hsp-X  do  soro  teve 

sensibilidade de 13% e especificidade de 83%, para pesquisa de IgG 

anti-Hsp-X do LP sensibilidade de 16% para a mesma especificidade de 

83%.

4- O ELISA para pesquisa de anticorpos IgA do soro teve sensibilidade de 

39% e especificidade de 83%, para pesquisa de IgA do LP sensibilidade 

de 65% para a mesma especificidade de 83%.

Esse estudo demonstra  que análise da resposta humoral  pode 

ajudar na identificação de novos antígenos imunodominantes como Hsp-

X,  para serem usados no diagnóstico  de doenças extrapulmonares e 



contribuir, em grande parte, para o desenvolvimento de novas vacinas 

de subunidade para TB.
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