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RESUMO
Este trabalho avaliou a resposta imune celular dos linfocitos TCD4 e TCD8 de
pacientes com tuberculose pulmonar ativa antes e apés o tratamento, contra os
antigenos recombinantes MPT-51, ESAT-6, GLcB, Ag85A e o Filtrado Protéico
de Cultura (CFP) de Mycobacterium tuberculosis atendidos no Hospital de
Doencas Tropicais Anuar Auad. A populacdo de estudo, composta de 37
individuos, foi dividida em dois grupos experimentais. 1) 22 pacientes com
tuberculose pulmonar, selecionados de acordo com idade, diagnostico
confirmado por baciloscopia (BAAR), radiografia evidente de tuberculose,
HIV1/2 negativos. 2) 15 controles saudaveis negativos para prova tuberculinica
(PT) e HIV1/2, pareados por faixa etaria e sexo aos pacientes selecionados.
Coletou-se aproximadamente 20 ml de sangue com heparina. O sangue total
foi processado e -cultivado por 96 horas na presenga dos antigenos
recombinantes e os linfocitos TCD4 e TCD8 foram analisados quanto a
positividade para as citocinas IL-10 e IFN-y por citometria de fluxo. As
porcentagens de linfocitos responsivos aos diversos antigenos de M.
tuberculosis apresentaram-se em geral superiores aos controles. A
porcentagem dos linfocitos TCD4*IFNy* (5,63+2,43) e IL-10" (5,83+2,19) foram
maiores em pacientes com tuberculose pulmonar ativa em comparacdo com os
linfocitos TCD4*IFNy* (1,75+0,71) e IL-10* (1,47+0,90) dos controles (p<0,01).
Também, as porcentagens dos linfécitos TCD8*IFNy* (4,33+1,45) e IL-10 (4,01
+1,14) dos pacientes foram maiores que os linfocitos TCD8*IFNy* (1,49+0,42) e
IL-10* (1,62+0,59) dos controles (p<0,01). Nao houve diferenca significativa
antes (5,63+2,43) e apos (5,0+2,0) o tratamento nas populagdes celulares

TCD4* e TCD8" positivas para IFN-y e IL-10 quando estimuladas com o painel
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de antigenos (p>0,05). Com estes resultados podemos considerar que todos os
antigenos testados (MPT-51, ESAT-6, GLcB, Ag85A) s&o reconhecidos pelos

linfocitos TCD4+ e TCD8+ de pacientes com tuberculose pulmonar ativa.

Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, Antigenos

recombinantes, resposta imune celular.

ABSTRACT

This work characterized the specific cellular immune response of TCD4 and
TCD8 Iymphocytes against recombinant Mycobacterium tuberculosis at the
Hospital Anuar Auad, Goiania Brazil, and constituted of two experimental
groups: 1) 22 active TB patients with positive acid fast aputum, X-ray indicative
of tuberculosis, smear culture positive for M. tuberculosis and HIV negative. 2)
15 sex and age matched healthy controls, tuberculin skin test and HIV negative.
Venous blood was drawn and processed to obtain PBMC that were cultivated
for 96 hours with the specific antigens (1ug/10° cells). TCD8 and TCD4 cells
were analyzed by flow citometry for IL-10 and IFN-y production. In general, the
percentage of positive TCD4 and TCD8 cells for IFN-y and IL-10 were superior
among the TB patients. Additionally, TCD4*IFNy* (5,63%£2,43) and IL-10" (5,83%
2,19) cells were significantly higher in TB patients than in healthy controls
(TCD4*IFNy" =1,75+0,71 and IL-10" =1,47+0,90), (p<0,01). Regarding the
percentage of TCD8 cells, a higher percentage of IFNy* (4,33+1,45) and IL-10*
(4,01+£1,14) among TB patients than controls (TCD8*IFNy" = 1,49+0,42 and IL-

10" 1,62+0,59) was observed (p<0,01). TB treatment did not alter the response
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to the tested antigens immediately after the treatment initiation. In conclusion,

the recombinant antigens MPT-51, ESAT-6, GLcB, Ag85A were recognized by

the specific immune response of active TB patients.

Key words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Recombinant antigens,

Cellular immune response.



| — Introducao Geral

A tuberculose € um dos maiores problemas de saude publica mundial,
agravado depois de 1980 pelo surgimento de casos de infeccdo com HIV 1/2 e
o aumento da multidrogarresisténcia aos antibidticos. Sao notificados
aproximadamente 9 milhdes de novos casos e 3 milhdes de mortes por ano,
sendo que 80% destes casos se encontram nos paises em desenvolvimento. O
Brasil encontra-se em 16° lugar no “ranking” dos 22 paises com maior indice de

prevaléncia de tuberculose (WHO, 2006).

A infecgéo pelo Mycobacterium tuberculosis comega com a chegada dos
bacilos aos alvéolos pulmonares (MOSMANN & SAD, 1996). A maioria dos
pacientes que desenvolvem a tuberculose apresenta sintomas que sao restritos
ao pulméo (tuberculose pulmonar). Neste tipo de tuberculose os linfocitos e os
macrofagos representam os dois tipos celulares mais importantes na defesa do
organismo (SILVA & BOECHAT, 2004). Durante a infecgdo, os macréfagos sdo
ativados e podem eliminar as bactérias intracelulares e participar da resposta
celular do tipo Th1. As células Th1 secretam IL-2 e IFN-y, que ativam os
mecanismos microbianos dos macréfagos, enquanto que os linfécitos Th2
produzem interleucinas do tipo IL-4, IL-5 e IL-10, que dao énfase a producgao de
anticorpos e inibem a ativagdo dos macrofagos (CORRIGAN & KAY, 1992;
SILVA & BOECHAT, 2004). As citocinas secretadas pelos linfécitos Th1/Th2
podem mutuamente regular e inibir as fungdes um do outro (SHER et al.,
1992). Segundo SILVA & BOECHAT (2004) na tuberculose existe uma

predominancia dessas citocinas inibitérias, mesmo na presenca de citocinas



ativadoras. Por outro lado, nas infeccbes micobacterianas, as citocinas do tipo

Th1 parecem ser essenciais na imunidade protetora (FLYNN & CHAN, 2001).

Devido ao ressurgimento e a importadncia da tuberculose, diversos
pesquisadores tem se dedicado a estudar varios antigenos protéicos de M.
tuberculosis com o proposito de controlar a enfermidade através do
desenvolvimento de novas vacinas, descobrir proteinas antigénicas como
ferramenta de diagndstico eficaz, principalmente nos casos cujo diagnostico é
impreciso, ou ainda identificar alguns antigenos especificos de determinadas
fases e tipos de tuberculose humana.

Dentre os antigenos de M. tuberculosis estudados encontram-se MPT-
51 (MIKI et al., 2004), ESAT-6 (PORSA et al., 2006), GLcB (SINGH et al.,
2006), Ag85A (HIBBERT et al., 1999) e Filtrado Protéico de Cultura (CFP). A
escolha desses antigenos, principalmente do ESAT-6, deve-se ao fato deste
ser produto da regiao genémica RD1 e estar presente em todas as cepas de
M. tuberculosis e cepas patogénicas de M. bovis e ainda estar ausente em M.
bovid BCG (MAHAIRAS et al., 1996; BEHR et al., 1999). Entretanto, em paises
com alta exposicao ao M. tuberculosis faz-se necessaria a avaliacdo de outros
antigenos, uma vez que o ESAT-6 nao é capaz de discriminar pacientes com
tuberculose latente e ativa (CARDOSO et al., 2002; CHAPMAN et al., 2002).

Este trabalho avaliou a resposta imune celular dos linfécitos CD4 e CD8
aos antigenos MPT-51, ESAT-6, GLcB, Ag85A e CFP de pacientes com

tuberculose pulmonar atendidos no Hospital de Doencgas Tropicais Anuar Auad.



Il - Revisao da Literatura

1 — Histoérico

Ha relatos de casos de tuberculose desde a historia antiga, pois
pesquisadores confirmaram a existéncia de tuberculose em mumias do antigo
Egito que datam de 2050 a.C.(KONOMI et al. 2002; ZINK et al. 2002), porém
somente em 24 de marco de 1882 foi isolado o agente causador da
tuberculose, o Mycobaterium tuberculosis, pelo cientista alemao Heinrich
Hermann Robert Koch (SHIMAO 2003 ; SHIMAO 2005).

No Brasil a trajetéria da tuberculose apresentou-se diferente do curso
observado nos paises industrializados, nos quais, a mudanca epidemioldgica
da tuberculose efetuou-se num periodo anterior. Nesses paises, apos atingir
patamares muito elevados durante o inicio da revolugao industrial, a tendéncia
de declinio da enfermidade comecou ja na primeira metade do século XIX.
Antes mesmo da era microbioldgica, sua incidéncia e mortalidade decresceram
principalmente em fungdo da melhora acentuada nas condigdes de vida. A
introducdo da quimioterapia, a partir dos anos 40, determinou nesses paises
impacto de menor importancia do que o verificado nas regides nao
industrializadas (DUBOS & DUBOS 1996). O periodo marcado pela
mortalidade mais elevada (até os anos 40) correspondeu, no Brasil, a quase
completa negligéncia dos 6rgaos e servigcos publicos de saude, os quais
estiveram prioritariamente engajados na atencdo a doencgas epidémicas de
maior interesse para a politica econdbmica. Nessa fase, a tuberculose

praticamente s6 foi contemplada por esforcos beneficentes e iniciativas



privadas, que nao alteraram a trajetoria de sua morbi-mortalidade (MONTEIRO
1995).

Durante toda a primeira metade do século XX, a doencga caracterizou-
se por elevadas taxas de mortalidade e foi uma das principais causas de 6bito
nas capitais brasileiras, em geral somente superadas pelas diarréias e
pneumonias.

Estima-se que a tuberculose tenha respondido nesse periodo por quase
10% do total de 6bitos ocorridos em Sao Paulo, com valores ainda maiores no
Rio de Janeiro. A faixa etaria desses O6bitos acompanhou os padrdes
observados nos paises de alta prevaléncia, com coeficientes mais elevados
para os menores de 5 anos de idade, entre 20 e 49 anos e 60 anos ou mais,
com predominio do grupo de 20 a 49 anos. Em contraste com a maior
prevaléncia da tuberculose no sexo masculino, observada nos dias atuais, a
mortalidade devida a doencga distribuiu-se com relativa equidade entre

mulheres e homens (GALESI 1999).

2 — Epidemiologia

De acordo com dados fornecidos pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) a Tuberculose é uma pandemia com aproximadamente 9 milhdes de
casos novos de tuberculose por ano, levando a morte 3 milhdes de pessoas,
sendo que 80% destes casos se concentram em 22 paises: os da Africa (29%
de todos os casos de tuberculose), China, Bangladesh, Indonésia, Paquistéo,

Filipinas e Brasil (WHO 2006).



No Brasil, a tuberculose continua sendo um grave problema de saude
publica a qual o Brasil é classificado em 16° no ranking dos 22 paises com
maior indice de casos de Tuberculose sendo, juntamente com o Peru,
responsavel por 50% dos casos de Tuberculose na América Latina. De acordo
com a OMS, em 2004 o Brasil notificou 110.000 casos novos de Tuberculose
(USAID 2006).

Segundo o Programa Nacional de Controle a Tuberculose (PNCT) em
Goias ha dois municipios prioritarios, Goiania e Aparecida de Goiania. Em 2003
foram registrados 1.099 casos novos de tuberculose nestas cidades, que

representam 92,3% dos casos em todo estado de Goias.

3 - Etiologia e Patogenia

A Tuberculose Pulmonar é uma doenga causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, transmitida de uma pessoa doente pela eliminagdo de goticulas e
aerossoOis quando tossem e estas pequenas particulas infectantes podem
permanecer suspensas no ar por periodos prolongados (JAMES et al. 2000;
JOKLIK et al. 1994). A infecgdo pelo M. tuberculosis ocorre pela interagcao de
fatores exdgenos como o contato com um paciente infectante, duracdo do
contato, infectividade do bacilo e o ambiente onde ocorre esse contato, uma
vez que a maior possibilidade de transmissao ocorre quando pessoas doentes
apresentam baciloscopia positiva, podem infectar 50% dos seus contactantes

(DAFFE & ETTIENNE 1999).



O M. tuberculosis entra no organismo através do trato respiratdrio e se
estabelece preferencialmente nos pulmdes, ja que € um microrganismo aerdbio
e prefere locais com alta concentragdo de oxigénio. A tuberculose pulmonar
pode ser classificada em primaria e pds-primaria (reativagdo ou secundaria). A
tuberculose pulmonar primaria ocorre pelo contato com o bacilo, e destes, 90%
desenvolvem uma resposta imune protetora levando a contencdo do bacilo,
outros 5% apresentardo doenga primaria progressiva e outros 5% apresentarao
um desenvolvimento tardio da tuberculose, que se denomina Tuberculose de
reativacdo ou secundaria. A forma primaria da tuberculose se observa com
maior freqUéncia em criangas e adolescentes e em 25% dos casos o foco
primario é subpleural, nos segmentos médios pulmonares onde o fluxo aéreo &
maior e favorece o depdsito dos bacilos inalados. Na maior parte dos casos, o
foco pulmonar primario consiste de apenas uma lesdo. Em todos esses focos
se observam infiltrados de linfcitos, macrofagos e mondcitos. Os macréfagos
fagocitam os bacilos e logo, por via linfatica, os levam aos ganglios linfaticos

ocasionando adenopatias (JAMES et al. 2000; JOKLIK et al. 1994).

Na maior parte dos casos, as lesdes parenquimatosas e ganglionares
curam de maneira espontanea, com calcificagdo, radiologicamente visiveis, o
que se denomina complexo de Ghon. Algumas vezes estas adenomegalias
podem comprimir os brénquios e causar uma obstrucdo, com uma erosao da
parede brénquica e consequente disseminag¢ao da infeccdo. Em pacientes com
transtornos imunes como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida Humana
(SIDA) e em pacientes com idade avangada, o foco primario pode se
transformar em uma area de infecgao ativa chamada de tuberculose pulmonar

primaria progressiva, que pode causar cavitagdo e disseminarem através dos



brénquios. Em outros casos, a primo-infeccdo pelo bacilo se dissemina por via
linfohematogénica produzindo lesdes em mucosas, ganglios linfaticos e até

disseminag&o miliar (DAFFE & ETTIENNE 1999; JOKLIK et al. 1994).

Durante as primeiras fases da doenca, os sinais e sintomas sao
inespecificos e consistem principalmente em febre, sudorese noturna, perda de
peso, anorexia, mal-estar geral e debilidade. Posteriormente a pessoa
apresenta sinais como expectoracao purulenta e hemoptises. A hemoptise se
produz por erosao ou ruptura de um vaso sanguineo na parede de uma
cavidade. Nos casos de tuberculose inativa, a hemoptise brusca pode ocorrer
devido a uma co-infecgdo por Aspergillus sp. nas cavidades residuais,

formando aspergilomas (JAMES et al. 2000; JOKLIK et al. 1994).

A co-infecgdo M. tuberculosis e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
€ uma condigdo clinica epidemiolégica grave. Os pacientes com HIV/SIDA
apresentam um comprometimento da imunidade celular, o que favorece a
susceptibilidade a infeccdo pelo M. tuberculosis ou a reativacao de uma
infecgao prévia. A tuberculose pode se apresentar nestes pacientes de formas
variadas de acordo com o grau de imunossupressao. Quando a imunidade esta
parcialmente comprometida, a tuberculose pulmonar apresenta um padrao
tipico de infiltrados no Idbulo superior com cavitagdo, sem adenopatias
importantes. Nos casos em que a imunidade esta muito comprometida pode-se
observar uma doenga cavitaria, disseminada, de progressao rapida e fatal

(BROOKS et al. 1999).



4 — Agente Etiolégico

O M. tuberculosis € o agente etiolégico da tuberculose pertencente a
ordem dos Actinomycetales, subordem Corynebacteriaceae, familia
Mycobacteriacea, sao bacilos aerdbios, ndo formadores de esporos, sem
flagelos, intracelular facultativo, medindo de 1 — 4 um de comprimento por 0,3 —
0,6 um de largura. Seu crescimento € dependente da disponibilidade de
oxigénio, nutrientes e pH, devido a isso, para serem cultivados in vitro sao
necessarios uso de meios enriquecidos, solidos ou liquidos, como Lowenstein-

Jensen e Middlebrook 7H10 ou 7H11 (CRUMP et al. 2003; ADLER et al. 2005).

As bactérias do género Mycobacterium séo bastonetes delgados, retos
ou ligeiramente curvados. Caracterizam-se por serem alcool-acido resistentes
(BAAR). Essa resisténcia atribui-se a certos lipideos de alto peso moleculares
denominados acidos micdlicos, encontrados na parede celular (MADEGAN &

PARKER 1994).

O M. tuberculosis apesar de nao produzir toxinas apresenta uma
estratégia de sobrevivéncia que |he é peculiar: devido ao seu crescimento
lento, consegue-se manter-se quase inativo permanecendo em estado de
laténcia fisioldgica. A natureza quimica da sua parede celular e sua capacidade
de manter-se quase inativa, ou seja, a capacidade de permanecer em estado
de laténcia fisiolégica por décadas para depois se reativar, dificulta o
diagnédstico, o tratamento e o ritmo das pesquisas (MADEGAN & PARKER

1994).



A parede celular do M. tuberculosis tem como principais constituintes os
lipideos, polissacarideos e proteinas (BRENNAN & NIKAIDO 1995; DAFFE &
DRAPER 1998). Os lipideos constituem-se de um complexo de acidos
micdlicos, arabinogalactanas e peptidoglicano (do inglés mycolyl
arabinogalactan-peptidoglican, mAGP). O M. tuberculosis apresenta também
glicolipideos como lipoarabinomana (LAM), lipomanana (LM) que parece ser
um precursor de LAM e fosfatidil inositol manosideo (do inglés
phosphatidylinositol mannosides, PIMs)(MCNEIL et al 1990; DAFFE &
DRAPER 1998; MIKUSOVA et al 2000), que sao fatores corda (como
dimicolato de trealose) um dos fatores de viruléncia que em meio glicerinado,

leva a bactéria a crescer em formato de corda (HOBDAY 1997).
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Figura 1. Esquema da parede celular micobacteriana.

Fonte: http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/roese-lars-2004-06-
09/HTML/chapter1.html
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O M. tuberculosis juntamente com M. africanum, M. bovis, M.bovis
Bacilo Calmette Guérin (BCG) e M. microti formam um complexo conhecido
como Complexo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) os trés primeiros desse
grupo causam tuberculose em humanos e juntos com o M. leprae sdo as
unicas micobactérias que causam infeccdes e sao transmitidas de pessoa para
pessoa. A identificagdo destes patdégenos e a diferenciagcdo de micobactérias
que nao causam tuberculose (NTM) sdo importantes para a escolha de uma
terapia adequada. Esses membros do complexo Mtb sdo de crescimento lento,
com um tempo de duplicacdo entre 12 — 20 h., crescem em uma temperatura
entre 34 — 38°C, e formam colbnias visiveis de 2 a 6 semanas (ROBERTS

1991).

5 — Resposta Imune Inata

Os mecanismos inatos de defesa que envolvem: os macréfagos
alveolares, as células dendriticas, os neutroéfilos, os linfécitos B, as células
epiteliais, as células alveolares tipo | ou tipo Il e fatores soluveis como a
mucina, lisosima, lactoferrina, surfactantes, defensinas, imunoglobulinas e
proteinas do complemento, apresentam a funcdo de manter a homeostasia
pulmonar e a eliminagéo de particulas e microorganismos que entram pelo trato

respiratorio (KNOWLES & BOUCHER 2002; VAN CREVEL et al. 2002).

A chegada do M. tuberculosis até os alvéolos pulmonares significa que
ele superou a barreira mucociliar do trato respiratério, entretanto, faz-se
necessario que os macrofagos alveolares reconhegam o M. tuberculosis. Este

primeiro contato €& crucial para definir o controle da infecgdo ou o
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desenvolvimento da doenga. A fagocitose do M. tuberculosis é realizada
principalmente pelos macréfagos através de diversos mecanismos, sendo
favorecida pelo surfactante A, produzido pelas células epiteliais alveolares tipo
II, aumentando a interagdo entre a micobactéria e os macrofagos (FREGUSON

& SCHELESINGER 2000).

O M. tuberculosis tem desenvolvido diferentes mecanismos para entrar
nos macrofagos e induzir sua prépria fagocitose através de diferentes
receptores como: CD14, receptores Fc, quando a micobactéria € opsonizada
por anticorpos e receptores de complemento, ja que ao ativar a via alternativa
do complemento, o componente C3b €& depositado na superficie da
micobactéria e é reconhecido por CR1 e CR3/CR4 presentes na superficie dos
macrofagos. Na auséncia do fator C3b, um componente da superficie do M.
tuberculosis muito parecido com a molécula C4, pode unir-se diretamente a
C2a para formar C3 convertase que cliva C3 e produz C3b. O C3b se liga a
superficie da micobactéria e facilita a sua unido com o CR1 ou com os
receptores de manose que interagem com LAM, os receptores scavengers e 0s
receptores para o surfactante A (ERNEST 1998; ADEREM & UNDERHILL

1999).

Alguns componentes da micobactéria (arabinogalactanas,
peptideoglicanas, LAM, proteinas) podem interagir com os receptores Toll/
TLR2/ TLR4 dos macréfagos e induzir a producao de IL-18 e TNF a. Tanto IL-
18/ IL-1R e o complexo TLR/CD14/MD2/Antigeno utilizam vias comuns de

sinalizacao intracelular que incluem principalmente a molécula adaptadora
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MyD88. (UNDERHILL et al. 1999; DOHERTY & ARDITE 2004; QUESNIAUX et
al. 2004).

Apesar dos mecanismos de escape durante a fagocitose, a micobactéria
€ incluida em um fagossoma, e destruida no fagolisossoma por enzimas
lisossomais e alguns de seus antigenos sado processados e apresentados aos
linfécitos T CD4 via (MHC IlI) e CD8 via (MHC I). Os macrofagos, além de
serem as ceélulas efetoras, funcionam como células apresentadoras de
antigenos (APC) e podem definir o curso da resposta imune adaptativa (Th1 ou
Th2) (RUSSEL 1999). Este € o passo de transicdo entre a resposta imune
inata e a resposta imune adaptativa, que se baseia no reconhecimento
especifico entre diferentes células e a secregcao de fatores soluveis como as
citocinas e quimiocinas. WANG et al. 2005 observou que o M. tuberculosis
inibe a expressao do gene HLA-DR in vitro, a qual é regulada normalmente por
IFN-y, o que pode dar lugar ao desenvolvimento de uma infecgao latente,
podendo justificar porque alguns individuos controlam a infecgdo enquanto

outros sao susceptiveis.

6 - Resposta Imune Celular

O desenvolvimento da resposta imune adaptativa depende em grande
parte da eficiéncia da resposta imune inata. Acredita-se que existem dois tipos
de respostas imunes adaptativas. A resposta imune humoral (Th2) e
regulatoria, que ndo é protetora para tuberculose e que se caracteriza pela
produgdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-10 e TGF-B. Estas
citocinas antagonizam a resposta imune celular (RIC) tipo Th1, eficiente nas

infeccbes causadas por microrganismos intracelulares e caracterizadas pela
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producao de citocinas como IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18 e TNF-a (SCHLUGER

2001; FLYNN & CHAN 2001).

Na tuberculose pulmonar, o M. tuberculosis entra no organismo por via
aérea e alcanga os alvéolos pulmonares interagindo com células epiteliais tanto
do alvéolo como do espaco peribronquial, as quais podem secretar quimiocinas
e alguns peptideos antimicrobianos que eliminardo pequena quantidade destas
micobactérias. Posteriormente, a micobactéria € fagocitada pelos macréfagos
residentes nao ativados e controlam a infeccdo e ao mesmo tempo produzem
citocinas como IL-18, IL-6, IL-12 e TNF-a, importantes para o recrutamento e
ativacdo de células do sistema imunolégico (SILVA & BOECHART et al. 2004).

A IL-12 é uma citocina de produgdo precoce sendo produzida
principalmente pelos mondcitos, macréfagos, neutréfilos e células dendriticas.
Estruturalmente, a IL-12 se encontra constituida por duas subunidades, a p35 e
a p40, que se unem covalentemente para formar a molécula biologicamente
ativa p70. A producao de IL-12 é induzida por citocinas como IFN-y, TNF-a e
GM-CSF, enquanto que IL-10, IL-4 e TGF-B tém um efeito antagonista sobre as
células que produzem IL-12. A IL-12 tem um papel importante no controle da
infecgdo, pois favorece uma resposta imune celular na tuberculose tendo
fungdes importantes como: 1) induzir a producao de IFN-y, pelos linfocitos T
CD4 e CD8, 2) induzir a proliferacao de linfocitos T CD4, 3) favorecer a
expansao clonal de células Th1 e 4) aumentar a citotoxicidade dos linfocitos
CD8 e das células NK (TRINCHIERI 1995; SANO et al. 1999; XING &
SANTOSUOSSO 2000). Além desses efeitos, a IL-12 ativa células do sistema

imune inato, mais diretamente as células NK (Natural Killer) que aumentam a
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secrecao de interferon-gama (IFN-y) (MAHESHWARI et al 2002; JUNQUEIRA-

KIPNIS et al 2003).

O IFN-y age sobre os macrofagos estimulando a fagocitose e os
mecanismos de ativacdo celular, levando a maior producdo de TNF-a e a
producdo de mediadores da oxidacdo, como intermediarios do oxigénio e
nitrogénio, elementos importantes para a destruicdo da bactéria dentro do

macrofago (MURRAY et al 1985; CHAN et al 1992; CIFONE et al 2001).

Estudos realizados com monécitos humanos e macréfagos de
camundongos infectados com M. tuberculosis, Staphylococcus aureus mortos e
particulas de latex de diferentes diametros, por meio da técnica de RT-PCR e
ELISA, demonstraram que a fagocitose constitui um sinal potente para induzir a
expressao e producado de IL-12, mostrando que a expressdo da subunidade
p40 comeca em 3 horas, alcancando niveis maximos entre 3 — 6 horas. e
diminuindo entre 18 — 24 horas. (TRINCHIERI 1995; GATELY et al 1998). A IL-
12 tem um papel fundamental na indugao da produgao de IFN-y, citocina esta
que desempenha uma importante fungdo na resposta do tipo Th1 (Van
CREVEL et al 2002; ORME 2004). Na tuberculose humana a IL-12 foi
encontrada em infiltrados pulmonares (CASARINI et al 1999; TAHA et al 1997),
no liquido pleural (ZHANG et al. 1994), em granulomas (BERGERON et al.
1997) e em linfoadenite (LIN et al 1996). A expressao dos receptores para IL-
12 também esta aumentada no sitio da infecgdo (ZHANG et al 1999). Por outro
lado, outra citocina, a IL-1 produzida por macréfagos, promove a produgao de

IL-2 e a expressdo do receptor para IL-2 com uma subsequente expanséao
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clonal de linfécitos T CD4, assim como a IL-12 produzida pelos macréfagos

(ORME & COOPER 1999).

Varias subpopulacdes de linfécitos T estdo envolvidas na resposta a
tuberculose, além de mecanismos multiplos de reconhecimento de antigenos e
fungdes efetoras distintas no controle do M. tuberculosis (STENGER &
MODLIN 1999). Fenotipicamente, as células T que contribuem para uma
imunidade protetora incluem os linfocitos T CD4*, CD8*, TCR aB e yd, e as T
duplo negativas. Os antigenos peptidicos e nao peptidicos podem ser
reconhecidos pelas células T (CONSTANT et al 1994; PORCELLI 1995;

NEWPORT et al 1996).

Um fato importante na resposta imune ao Mycobacterium sp é o
mecanismo que leva a apresentagcdo de seus antigenos. Até recentemente,
acreditava-se que a resposta imune ocorria apenas aos peptideos derivados de
proteinas de Mycobacterium sp, que seriam apresentadas as células T, em
moléculas de complexo de histocopatibilidade principal de classe | ou Il (MHC |
ou Il). Entretanto, hoje se sabe que estruturas ndo protéicas como lipideos
micobacterianos, podem ser reconhecidas pelas células T de humanos em
moléculas de MHC n&o polimorficas como a CD1 (PORCELLI et al 1992;

ROSAT et al 1999).

Na resposta imune efetora ao M. tuberculosis, em humanos, observa-se

que os linfécitos TCD4 produzem IFN-y e podem também ter uma funcao

citolitica, particularmente na resposta imune nos pulmdes. Além dos linfécitos
TCD4 e as células NK, outra fonte importante de IFN-y sédo os linfécitos TCD8

(TCR apB), os quais reconhecem antigenos micobacterianos em moléculas
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MHC | ou CD1 em humanos, apresentando funcdes de citotoxicidade sobre as
células infectadas através de um mecanismo dependente de granulos que sao
secretados no espaco intercelular e que posteriormente entram na célula
infectada para exercer sua fungao citolitica. Nesses granulos se encontram
proteinas importantes como as perforinas, as quais formam trimeros que se
inserem na membrana celular e faciltam a entrada de granzimas e
granulisinas, sendo estas ultimas, as responsaveis pela ativagdo da via das
caspases que culminara com a morte por apoptose da célula infectada e
consequentemente do bacilo (STENGER et al 1998; ORME & COOPER 1999;

TAN et al 2000; RAJA 2004; KAUFMANN 2004).

O IFN-y produzido por diferentes populacdes de linfécitos T e células NK
interage com seu receptor, IFN-y R, expresso na membrana dos macréfagos. O
receptor do IFN-y é formado por uma cadeia a e uma cadeia B (IFN-y R1 e IFN-
Yy R2 respectivamente) e sdo responsaveis em iniciar os sinais intracelulares, o
qual disparara a expressao de genes envolvidos na ativagao dos mecanismos
bactericidas das células fagociticas. O IFN-y induz a producdo de
intermediarios do oxigénio; intermediarios do nitrogénio; a acidificagdo do
fagossoma e a fusdo do fago-lisossoma; a expressdo de iINOS2 para a
producdo de éxido nitrico utilizando L-arginina como substrato; a reducéo de
ferro intracelular para limitar o desenvolvimento da micobactéria através da
desregulacéo do receptor para transferrina; o aumento das moléculas MHC | e
Il envolvidas na apresentagdo de antigenos; e o aumento da capacidade de
fagocitar, além de induzir a produgéo de IL-12 (FLYNN & CHAN 2001; BOEHM

1997).
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Na tuberculose pulmonar humana existe uma correlacdo entre a
producao de IFN-y e as manifestagdes clinicas da doenga, quanto mais severa
a doenca, niveis mais baixos de IFN-y s&o produzidos pelas células
mononucleares do sangue periférico (SODHI et al 1997). No entanto, a medida
que se avanga na quimioterapia, o IFN-y comeca a expressar-se novamente
(TORRES et al 1998). A importancia do IFN-y foi confirmada quando pacientes
com alteragbes genéticas no Receptor de IFN-y, mostraram maior

susceptibilidade a infecgcbes disseminadas e os mondcitos ndo foram ativados

adequadamente (TORRES et al 1998).

Estudos realizados in vitro com células mononucleares de pacientes com
infeccbes micobacterianas causadas por BCG, M. avium, M. abscessus e
outras micobactérias atipicas tém demonstrado a existéncia de alteracdes
genéticas, que incluem mutagdes pontuais, dele¢des e substituigbes nos genes
que codificam as subunidades do receptor de IFN-y (IFN-y R1 e R2), gerando
proteinas nao funcionais que impedem a ativagdo dos mondcitos, o qual
determina a susceptibilidade a infeccbes disseminadas causadas por
patdgenos intracelulares. A disseminagdo neste caso pode ser consequéncia
da falta de formacao de granuloma, devido a falta de produgao de citocinas,
principalmente TNF-a e quimiocinas envolvidas neste processo. Também, as
vezes, o IFN-y exdgeno n&o ativa os mondcitos/macréfagos, e estas células
passam a ser permissivas para a multiplicagdo das micobactérias (DUPUIS et

al 2000; BONECINI-ALMEIDA et al 2004)

Além das alteragcbes genéticas nos IFN-y R, outros estudos tém

demonstrado que as alteragdes genéticas da subunidade p40 de IL-12 e de
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uma subunidade de seu receptor provocam uma producao deficiente de IFN-y
facilitando as infecgbes disseminadas por micobactérias (JOUANGUY et al
1999). Estes estudos evidenciam a importancia da interacdo e co-regulagéo
entre o IFN-y e IL-12, uma vez que quando a produgdo de alguma destas
citocinas e seus receptores se encontram alterados por processos infecciosos,
principalmente intracelulares, ou por alteracbes genéticas, se observa uma
resposta imune deficiente do hospedeiro diante de infecgbes intracelulares

(DUPUIS et al 2000; JOUANGUY et al 1999).

Outra citocina importante na resposta imune celular contra o M.
tuberculosis ¢ o fator de necrose tumoral (TNF-a), principal mediador da
resposta inflamatéria aguda frente a microrganismos intracelulares, este
mediador também € responsavel por muitas complicagcdes sistémicas das
infeccbes graves. A principal fonte celular de TNF-a s&o os mondcitos e
macrofagos ativados, mas também podem ser secretadas por linfécitos T
estimulados por antigenos, células NK e mastécitos. O sinergismo do TNF-a
com o IFN-y contribui para a resisténcia ao M. tuberculosis porque induz a
expressao da enzima iNOS2 nos fagocitos mononucleares e produgao de 6xido
nitrico, oOxido nitroso e nitrito, moléculas envolvidas na destruicdo da
micobactéria. Ha evidéncias experimentais que mostram a importancia do
oxido nitrico na defesa do paciente com tuberculose pulmonar humana. Estudo
histoquimico tem detectado altos niveis de INOS2 em macréfagos obtidos de
lavado brénquico alveolar de pacientes com tuberculose pulmonar, quando
comparados a macrofagos de pessoas sadias (NICHOLSON et al 1996). Uma
das fungdes mais importantes do TNF-a é a indugdo da formagao do

granuloma, que constitui um mecanismo de defesa para evitar a disseminagao
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da infecgdo. Também o TNF-a induz a expressdao de RANTES, MCP-1 e IL-8
que recrutam células do sistema imune para o local da infecgdo (SADEK et al

1998).

O epitélio pulmonar que cobre cerca de 70 m? do trato respiratério é
outra fonte importante de quimiocinas durante a tuberculose pulmonar. Foi
demonstrado que células epiteliais alveolares humanas tipo Il (A549) séo
capazes de produzir IL-8 ao serem infectadas in vitro com M. tuberculosis
H37Rv. O mecanismo de sinalizagao intracelular envolvido neste evento é
dependente de IL-1B produzida pelos mondcitos como consequéncia da
fagocitose do M. tuberculosis, tendo como fator de transcricdo nuclear o NFkf3

(WICKREMASINGHE et al 1999).

Infeccdo com diferentes cepas vivas de M. tuberculosis H37Ra, H37Rv,
menos o M. avium induzem a produgcdo de MCP-1 e IL-8 em niveis
comparaveis, mostrando assim que a quantidade de quimiocinas produzida é
independente da viruléncia do M. tuberculosis, mas dependente do crescimento
de micobactérias, ja que a presenga de micobactérias mortas ndo induz a

producdo destas quimiocinas (WICKREMASINGHE et al 1999).

De acordo com DIELI et al (2000) os linfocitos Tyd tém uma fungéo
importante na tuberculose pulmonar: esses linfécitos sdo uma das primeiras
células recrutadas até o sitio de infecgao e secretam quimiocinas e citocinas. A
subpopulagao dos linfécitos T yd Vy962 participam da resposta imune protetora
contra o M. tuberculosis por produzirem citocinas que tém a capacidade de
matar macrofagos infectados com M. tuberculosis, mediante mecanismos de

citotoxicidade dependente de granulos similares aos linfécitos T CD8. No
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entanto, estudos realizados com PBMC e lavado brénquico provenientes de
pacientes com tuberculose tém demonstrado que a infecgdo por M.
tuberculosis induz uma diminuicdo na populagdo de linfécitos T Vy9 e Vo2
comparados com individuos sadios e individuos com doengas granulomatosas
como a sarcoidose (Li et al 1996). Nesse caso, parece que esta diminuigao
seja devido a apoptose induzida pela via Fas/ Fas ligante dos linfécitos T Vy9
IV®2 reativos a antigenos de M. tuberculosis (LI et al 1998; ORDWAY et al

2004; ORDWAY ET al 2005,).

O mecanismo de apoptose das células infectadas pelo M. tuberculosis,
induzido pelos linfécitos Tyd, tem sido explorado como um mecanismo de
evasao da resposta imune (MANFREDI et al 1998), pois tem sido demonstrado
que o oxido nitrico produzido pelos macrofagos infectados e ativados impede
os linfocitos Tyd de morrerem por apoptose ao bloquear a acumulagao
intracelular de ceramidas e a ativacdo das caspases envolvidas neste processo

sem afetar a expressao de CD95 e CD95L (SCIORATI et al 1999).

A resposta imune celular na tuberculose envolve a participagao dos
linfécitos T CD4 (o TCR), CD8 (af TCR) e linfécitos Tyd que tém fungdes
similares, mas ao mesmo tempo cada um destes linfécitos tem caracteristicas
particulares. A primeira particularidade € que os linfécitos T CD8 e linfocitos
Tyd tém uma vantagem sobre os linfocitos T CD4 porque estes néao
reconhecem moléculas MHC | que é expressa praticamente por todas as
células do hospedeiro, enquanto que moléculas de MHC Il sdo expressas
apenas por certas células do hospedeiro, como os fagécitos mononucleares

(APCs). Ainda que o M. tuberculosis infecta principalmente estes fagocitos, as
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células epiteliais alveolares do pulmao sao infectadas, e estas podem ser
reconhecidas por linfocitos T CD8 e linfocitos Tyd e nao por linfocitos T CD4. A
segunda particulariedade é quanto a cinética de ativacao: os linfocitos Tyd séo
os primeiros a chegar ao local da infecgdo; e os linfocitos TCD4 e CD8
provavelmente nao tém fungcao efetora tdo rapida, mas durante a infeccao
estas células aparecem na seguinte ordem: polimorfonucleares, células NK,

linfocitos T yd, linfocitos T a3 (CD4, CD8) (CHAN & KAUFMAN 1994).

As células T regulatérias, T reg, sdo um subtipo de células TCD4 que
sdo essenciais na prevencdo da autoimunidade. Essas células também
suprimem a resposta imune a microrganismos. Em pulmdes de camundongos
infectados com M. tuberculosis, as células Treg se acumulam em elevados
numeros em todos os locais onde as células TCD4 sdo encontradas, incluindo
as regides perivascular/peribronquial e nos granulomas (SCOTT-BROWNE et

al., 2007a).

A regulacdo de eventos pro-inflamatérios na resposta imune ao M.
tuberculosis é critica para prevenir injurias teciduais. Sendo assim, a IL-10 é
uma importante citocina anti-inflamatéria secretada na tuberculose humana,
porém pouco se sabe a respeito do modo como essa citocina é liberada
(SCOTT-BROWNE et al.,, 2007b). A IL-10 € um mediador da diminuigdo do
IFN-y na resposta a doengas por patdgenos intracelulares. Como os préprios
patdogenos induzem a producdo de IL-10 pelos fagdcitos mononucleares,
anticorpos para esta citocina aumentam a producao de IFN-y pelas PBMC em
resposta a antigenos micobacterianos (CARVALHO et al., 1994). As

micobactérias e outros patégenos intracelulares sdo potentes indutores de IL-
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10 e o desenvolvimento da tuberculose esta freqientemente associado com a

falha na producao de IFN-y (ZHANG et al., 1995). Segundo GONG et al. (1996)
o mecanismo pelo qual a IL-10 inibe a resposta imune Th1 é através de

citocinas e moléculas co-estimulatérias como CTLA-4.

As células Th17 representam um novo subtipo de células TCD4 e
oferecem protecdo contra microrganismos extracelulares. No entanto, em
humanos, as propriedades das células Th17 s&o parcialmente conhecidas.
Sabe-se que a presenca de células Th17, produz IL-17 e IFN-7. Os clones
apresentaram expressao seletiva de IL-23R, CCRG6 e fator de transcricao RORY
t, além de exibirem caracteristicas funcionais tais como habilidade de ajudar as
células B, baixa toxicidade e pobre susceptibilidade de regulacéo pelas células

T regulatorias autologas (ANNUNZIATO et al., 2007).

6.1 Formagao do Granuloma

A reacgdo granulomatosa € um padrao de reacgao inflamatéria crénica no
qual ha predominancia de macrofagos, com uma aparéncia semelhante a uma
célula epitelial, neste tipo de lesdo tém-se uma agregagcdo de células
epitelidides, juntamente com macrofagos e células gigantes e intensa
deposicdo de calcio na lesdo. As células epitelidides ocupam, inicialmente, a
porcao central do granuloma. Na periferia, sdo observados linfocitos do tipo T,
0s quais caracterizam uma resposta de hipersensibilidade tardia, acredita-se
que modulem a resposta dos macréfagos. Mais na periferia ainda prolifera

fibroblastos e vasos sanguineos, os primeiros para dar suporte a estrutura
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granulomatosa e os segundos, para nutri-la. Segundo TSAI et al. (2006) o
tecido granulomatoso de camundongos infectados com M. tuberculosis sé&o
relativamente aerdbios, sugerindo que o modelo de tuberculose persitente pode
nao ser o mais adequado para o estudo da resposta hipéxica de M.
tuberculosis. Com o passar do tempo e o crescimento do granuloma, sua
porcdo central pode sofrer necrose caseosa, devido a caréncia nutricional.
Formam-se, entdo, um centro necrético na regidao central e tal agregacéo é
geralmente circundada por linfécitos e, ocasionalmente, por plasmdcitos.
(DANNENBERG 1991; GONZALEZ-JUARRERO et al 2001; ALGOOD et al
2005; TSAI et al 2006). O tecido granulomatoso tem estrutura organizada, cuja
formacgao é regulada por recrutamento de células imunes especificas e que
exibem relagado espacial uma com a outra. O agregado de linfécitos B € uma
caracteristica proeminente tanto no camundongo quanto nos humanos.

O mecanismo que desencadeia a formacdo do granuloma ocorre
inicialmente com uma resposta imune ao M. tuberculosis (WANGOO et al;
2005), apos a exposicao ao antigeno, o fator de necrose tumoral (TNF-a) pré-
estocado é liberado pelos macréfagos, recrutando neutréfilos e mondcitos
circulantes. Ao mesmo tempo, o IFN-y produzido pelas NK e Ty, ativa
macrofagos e células dendriticas. Essas células liberam quimiocinas, TNF-a e
IL-1, as quais alteram a microcirculagéo local e facilita o trafego celular para o
tecido. Apos algum tempo, as células dendriticas carregadas com antigenos,
migram para os linfonodos drenantes, iniciando a resposta linfocitica. Essas
células dendriticas produzem interleucina-12 (IL-12) e apresentam o antigeno
para as células TCD4" naive (SAUNDERS et al 2002). Sobre a influéncia da IL-

12, as TCD4" virgem diferenciam-se em Th1. Estas por sua vez secretam IL-2,
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que leva a expansao clonal destas células antigeno especificas. Assim estas
células Th1 ativadas vao para o local onde ocorreu a alteracdo da
microcirculagdo. A interagdo entre Th1 e macrofagos ativados através das
moléculas CD28/B7, levando as células Th1 a produzirem IFN-y, esta por sua
vez ativara outros macrofagos. Estes depois de ativados se transformardo em
células gigantes multinucleadas ou células epitelidides (ARDELEANU et al
1999; CIPRIANO et al 2003), que ativam os fibroblastos, os quais produzem
colageno, elastina que promoverdo uma lesdo endurecida e tumefeita, o

granuloma (GOLDSBY et al 2000; WANGOO et al 2005).



25

Célula Th1

Célula gigante
multinucleada

Célula
epitelidide

_Bacterla Macrofagos
intracelular ativados

Figura 2. Principais células que formam o granuloma de tuberculose.
Fonte:GOLDSBY et al. (2000)

7 — Mecanismos Micobacterianos de Evasao

A patogenicidade das micobactérias é multifatorial e depende dos
seguintes fatores: capacidade de colonizar a superficie das mucosas,
penetracdo nas células do hospedeiro, multiplicagdo no tecido hospedeiro,
resisténcia, lesdo dos tecidos e interferéncia nos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Em relagdo a este ultimo aspecto, € importante mencionar os
mecanismos que utiliza o M. tuberculosis como estratégia para poder escapar
dos mecanismos imunoldgicos e sobreviver nas células do hospedeiro (DAFFE
& ETTIENE 1999). Como exemplo, observa-se que a micobactéria induz
diminuicdo na expressao de moléculas MHC Il reduzindo a apresentagao de
antigenos o que assegura a persisténcia dentro de seu nicho (HMAMA et al

1998; KEANE et al 1997).
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A parede celular das micobactérias patogénicas influi notavelmente na
resisténcia passiva aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Através de
microscopia eletrbnica, em células infectadas observa-se que a parede celular,
vista como uma zona eletrotransparente, separa as micobactérias do conteudo
fagolisossomal, potencialmente toxico. Presume-se que o conteudo lipidico da
parede celular impede a degradagéo da bactéria, pelas enzimas das células de
defesa do hospedeiro assim como impede o contato das enzimas com as
estruturas micobacterianas proteicas. Além disso, na parede celular existem
substancias como o superperoxido dismutase, catalase, peroxidase e o sistema
tioredoxina, que sao capazes de inativar radicais livres de oxigénio e outras
substancias que poderiam atravessar a parede celular da micobactéria (DAFFE

& ETTIENE 1999; MALDONADO 1999).

Componentes especificos da parede, como o LAM, sdo considerados
importantes imuno-moduladores que afetam a resposta imunologica do
hospedeiro frente a uma infecgdo por micobactérias. LAM isolado de M.
tuberculosis e M. leprae tem se mostrado como causa da supressdo da
proliferacdo de linfécitos T (CHATTERJEE et al 1991), interferindo também na
ativacdo dos macréfagos mediado pelo IFN-y (SIBLEY et al 1988). Esta
molécula esta envolvida na evasdo aos radicais livres de oxigénio, inibe a
ativacédo da proteina quinase (CHAN et al 1991) e fator estimulador de colénia
monociticas e granulociticas (GM-CSF) em células humanas (BARNES et al
1992). LAM também esta envolvida na producdo de citocinas por células
mononucleares (SIBLEY et al 1988) e na ativagdo do sistema complemento

(HETLAND et al 1998).
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A linfoproliferacdo pode também ser inibida de forma nao especifica por
glicolipidios fendlicos e por fosfatidil inositol de bactérias. Estes lipideos
também sado capazes de inibir a proliferacdo de mondécitos induzidos pelos
antigenos das micobactérias. A acado destas substancias traz como
consequéncia uma troca na producdo de citocinas e a nao ativacdo dos
macrofagos, assim inibem os principais mecanismos bactericidas
(MOHAGHEGHPOUR et al 1998). O composto sulfatado SL — | e componentes
do complexo antigénico 85, especificamente as proteinas de 30-31kDa
induzem a secrecao de TNF-a pelos mondcitos, que pode explicar parte das
manifestagdes da patologia como a formagao de granulomas, febre e caquexia.
Também estimula a secrecdo de IL-13 que ocasiona o aumento de cortisol
tissular, aumento da produgéo de IL-10 e disfuncdo dos macréfagos (DAFFE &
ETTIENE 1999; MALDONADO 1999). Entre as substancias produzidas pelos
bacilos, analisadas de cepas virulentas de M. tuberculosis, a mais estudada é o
fator Corda ou Trehalose 6,6 dimicolato, que forma parte da parede celular.
Esta substancia permite que os bacilos se unam em forma paralela, compacta,
formando corddes serpenteantes nos meios de cultivo. Nos tecidos vivos, esta
substancia atua sobre as mitocOndrias inibindo a respiragao e a fosforilagao
oxidativa, tem atividade granulomatogénica e inibe a migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares. Devido a trehalose 6,6 dimicolato se encontrar nas
camadas mais internas da parede celular, sua atividade téxica poderia ser
exercida apenas quando as micobactérias infectantes sao destruidas pelo
sistema imune. A atividade desta substancia € aumentada pelos sulfatados,

constituintes da parede celular (DAFFE & ETTIENNE 1999).
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As micobactérias patogénicas sdo capazes de inibir a fusdo dos
fagossomas e lisossomas, este fendmeno estd associado a liberagao
bacteriana de derivados sulfatados a partir de uma glicoproteina de sua parede
celular (trehalose 2-sulfato), que detém a maturagdo do lisossoma no estagio
de endossoma primario. Também, existe a retencao da proteina de superficie
que contém aspartato e triptofano (TACO) no fagossoma primario, prevenindo
a fusdo com os lisossomas maduros (KEANE et al 1997). Caso ocorra a uniao
do fagossoma com o lisossoma, as micobactérias liberam grandes quantidades
de amobnio e alcalinizam o conteudo intralisossomal, inativando muitas enzimas
(PACHECO et al 1992; FLYNN & CHAN 2001; STUGILL-KOSZYCKI et al 1994;
ULRICH & KAUFMANN 2002). Também, recentemente se identificou que uma
mutacdo no gene mmpL 7, que € responsavel pelo transporte de tiocerol
dimicoserosato nas micobactérias e tem um papel importante na evasao. Os
ésteres de tiocerol dimicocerosato (PDIMs) (HOTTER et al 2005), presente na
superficie da parede do bacilo, facilitam o crescimento e a persisténcia das

micobactérias no tecido pulmonar (CHRISTENSEN 2000).

A micobactéria tem um requerimento obrigatério de ferro para
sobreviver, enquanto que os macrofagos requerem ferro (Fe*) como co-fator
para inducdo de mecanismos bactericidas, o qual estabelece uma competicao
entre a célula do hospedeiro e o M. tuberculosis para a aquisicdo desta
molécula essencial. A célula adquire o Fe através do receptor transferrina (TfR)
que captura o Fe extracelular e o internaliza unida a transferrina e a
lactoferrina, depois este complexo se dirige ao compartimento onde se reciclam
nos endossomas primarios e as condigdes de pH facilitam a liberacdo do Fe da

transferrina. Existem algumas estratégias que o M. tuberculosis tem
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desenvolvido para ter acesso a esta fonte de Fe: a) o fagossoma
micobacteriano esta restringido em sua maturagdo e permanece na via de
reciclagem endossomal de maneira que a micobactéria tem livre acesso ao TfR
com o Fe unido a transferrina. B) a micobactéria tem moléculas especializadas
que se unem ao Fe denominadas sideroforos que tem alta afinidade por Fe
intracelular, e o transferem para moléculas micobacterianas denominadas
micobactinas, que sao fatores quelantes de Fe que competem com a ferritina e
a transferrina para captura-lo; estas se localizam na parede celular da
micobactéria (WANG et al 2005). Estudos in vitro utilizando galio que interfere
no metabolismo do Fe adquirido por M. tuberculosis, tém demonstrado que os
macrofagos humanos tratados com galio causam a morte da micobactéria

(OLAKANMI et al 2000).

Existem outros mecanismos de dano aos tecidos do hospedeiro que nao
estdo bem esclarecidos. Entre eles se encontra a atividade hemolitica
dependente de contato produzida pelas fosfolipases micobacterianas e o
escape do M. tuberculosis dos fagossomas e a subsequente multiplicacdo

extracelular (DAFFE & ETTIENNE 1999).

8 — Proteinas do M. tuberculosis

O MPT-51 (Rv3803c) é um antigeno de 27 KDa codificado na regido
FbpC1 adjacente ao gene FbpA do M. tuberculosis também denominado como
Ag.85 D ou MPB 51 (NAGAI et al 1991; RAMBUKKANA et al 1993). Apesar de
possuir 40% de homologia ao complexo Ag85 este ndo possui atividade micolil
transferase (RINKE de WIT et al 1993; WILSON et al 2003; 2004)

caracterizando-o como uma nova familia n&do catalitica que liga-se a
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fibronectina (KITAURA et al 2000). O MPT51 é expresso em outras
micobactérias como M. leprae (RINKE de WIT et al. 1993), M. avium (OHARA
et al 1997a) e M. bovis BCG (OHARA et al 1997b). Este antigeno tem se
mostrado um bom marcador para diagndstico de tuberculose principalmente
em pacientes co-infectados com HIV (SINGH et al 2005).

O ESAT-6 (Rv3875) com peso molecular de 6-KDa, (do inglés early
secretory antigenic target 6) caracterizado por Sorensen et al (1995), € uma
proteina codificada na regido RD-1 (do inglés regions of difference) (Brodin et
al 2006) de varias espécies do complexo M. tuberculosis, exceto nos subtipos
do M bovis BCG (SORENSE et al. 1995; MAHAIRAS et al 1996; BERTHET et
al 1998). Estudos em animais infectados com M. tuberculosis, tratados e
reinfectados, foi observado o desenvolvimento de forte resposta de células T
ao ESAT-6, sugerindo que esta proteina € relevante fonte de imunidade
protetora na infecgéo pelo M. tuberculosis (HAUBNER 1994; FAN et al 2006; LI
et al 2006).

O gene GIcB foi identificado no Mycobacterium tuberculosis e codifica
uma malato sintase G (MSG) (referéncia Rv 1837c). O antigeno GlcB é uma
proteina monomérica de 80 kDa com 741 residuos de aminoacidos, sendo
homdéloga a malato sintases (AceB) da bactéria Gram positiva
Corynebacterium glutamicum e a MSG da bactéria Gram negativa Escherichia
coli, com cerca de 60% de identidade (FLORCZYK et al 2001). Sabe-se que
durante a infeccdo persistente pelas micobactérias, as mesmas necessitam
mudar o metabolismo para o ‘bypass‘ glioxilato. Nesta via as duas enzimas
presentes sao a isocitrato liase (ICL) e a malato sintase (GIcB). No ‘bypass’

glioxilato a ICL e a GIcB atuam sequencialmente para converter isocitrato a
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succinato mais glioxilato e glioxilato mais acetil-CoA a malato e COA,
respectivamente. Juntas estas duas enzimas propiciam o ‘bypass’ de duas
etapas oxidativas do ciclo do acido tricarboxilico, permitindo a incorporagao de
carbono nas cadeias durante o crescimento da maioria dos microorganismos,
de acetato ou acidos graxos como fonte priméaria de carbono. E fundamental
salientar que os mamiferos nao utilizam esta via metabdlica. Especificamente a
GlcB catalisa a condensagdo do glioxilato e acetil-CoA para formar o
intermediario malil-CoA, o qual é subsequentemente hidrolisado para liberar os
produtos malato e coenzima A. Devido a importdncia do GIcB para o
estabelecimento e a persisténcia da infeccdo pelo M. tuberculosis, a mesma
parece ser um alvo promissor para o desenvolvimento de novos agentes
inibidores, principalmente tendo-se em mente que o desenvolvimento de
drogas que atuem nas vias de persisténcia da infec¢do sdo fundamentais na
luta antituberculosa. A organizacéo ‘TB Alliance’ em conjunto com a ‘Rockfeller
University’ e o laboratério ‘GlaxoSmithKline’ trabalham para o desenvolvimento
de inibidores de malato sintase (FLORCZYK et al 2001; SMITH et al 2003).

As proteinas do complexo 85 sdo produzidas por M. tuberculosis em
abundéancia e tem sido demonstrado que proporciona imunogenicidade nos
coelhos infectados com M. tuberculosis, a importancia e relevancia destas
proteinas se devem, provavelmente, ao seu papel na sintese da parede celular
da micobactéria. De modo igual, demonstrou-se que quando os mondcitos
humanos sao infectados por M. tuberculosis, estas micobactérias secretam o
complexo 85 (WHO 2004; HAUEBNER 1994; VORDERMEIER et al 2006;

SABLE et al 2007).
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O cultivo in vitro de M. tuberculosis resulta em acumulo no meio
extracelular de um complexo de proteinas chamado CFP. A caracteristica mais
notavel dessa fragao protéica € a sua imunodominancia (Sonnenberg & Belisle,
1997). Segundo Seibert & Munday, o CFP sao os melhores antigenos de
reposicao envolvidos na resposta imune a tuberculose. Tem sido observada
forte resposta humoral (LAAL et al 1997) e celular (ANDERSEN 1994;

ROBERTS et al 1995) contra estas fragbes proteicas.

9 — Vacinas

9.1 Bacilo Calmette-Guérin (BCG)

A histéria do bacilo Calmette-Guérin (BCG) comeca em 1908 quando
Albert Calmette e Camille Guérin iniciaram seu trabalho a partir de uma cepa
virulenta de Mycobacterium bovis chamada Lait Nocard, esta foi isolada por
Nocard em vaca com mastite tuberculosa. Calmette e Guérin subcultivaram o
organismo cada semana em um meio de papa glicerinada, meio prevalente na
época, ao qual acrescentaram bilis bovina para assegurar uma melhor
homogeneizagdo do cultivo. Animais de experimentagdo foram infectados
regularmente com esta cepa que perdeu a virulencia logo no décimo quinto
subcultivo e ndo provocou lesées nos coelhos e cobaias (BENENSON 1997;

WHO 2004).

Em 1921 depois de 13 anos e 230 subcultivos, o BCG havia perdido sua
viruléncia em animais. O primeiro menino imunizado com BCG em julho de
1921 foi um recém-nascido cuja avo tinha tuberculose (MARTIN 2005, BLOOM

et al 1999, GRANGE et al 1993). Nesse mesmo ano, utilizou-se pela primeira
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vez na Franca a BCG por via oral, com fins de vacinagao. Desde entao foram
administradas mais de 3.000 milhdes de doses no mundo. A BCG foi
incorporada dentro do esquema de vacinacado infanti em 1974 no Brasil
(BENENSON 1997).

Da cepa original do BCG foram produzidas varias cepas “filhas”. As
cepas recentes de BCG foram mantidas como cultivos frescos através de uma
série de subcultivos em um meio de papa-bilis ou papa-Sauton. Esta repeticao
de subcultivos resultou em cepas de BCG que diferem entre si. Apresentam
caracteristicas heterogéneas in vitro como a morfologia da colénia, a
viabilidade em meios de cultivo, composicao e atividade bioquimica, resisténcia
a drogas, imunogenicidade em animais e humanos, e viruléncia em animais
(ABOU-ZEID et al., 1987). Em 1950 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
em um esforgo para limitar a variabilidade genética entre cepas de BCG,
promoveu uma série de recomendacgdes para sua produgao. A homogeneidade
da cepa de vacinas pode manter-se com o uso de organismos que nao sao
mais de quatro geragdes do primeiro lote de bacilos (WHO 2004, MANDELL et
al. 1995). Em 1982 a responsabilidade para o controle da qualidade
internacional das vacinas de BCG foi confiada ao ‘States Serum Intitute’ em
Copenhagem, o qual supervisiona a padronizagdo de BCG, distribui bacilos e
realiza treinamento para a produgao de vacinas (WHO 2004; MANDELL et al.

1995).

Desde 1985 tem-se realizado estudos de controle de caso utilizando
diferentes cepas de BCG, tém se observado que a eficacia da vacina é em
torno de zero a 80% (SMITH, 1987). Em criangas, a protegdo estimada é de 52

a 100%, para a prevengao de meningite tuberculosa, e de 2 a 80% na
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prevencao de tuberculose pulmonar (ROMANUS, 1975; PADUNGCHAN et al.,
1986; TIDJANI et al., 1986). Entretanto, poucos estudos tém calculado a
eficiéncia em pessoas que receberam vacinacdo na vida adulta. De 1968 a
1971 foi realizada uma prova controlada quanto a prote¢cdo da vacinacdo com
BCG no sul da india e ficou demonstrado que n&o houve eficacia de protecao
em adultos ou criangas, apos cinco anos da vacinacao. Decorridos 15 anos foi
realizada nova avaliagdo e a protecdo foi de 17% em pessoas que foram

vacinadas quando criangas (TRIPATHY, 1987).

A vacina esta contra indicada para pacientes com HIV, recém-nascidos
com peso menor que dois quilogramas, pacientes imunocomprometidos, ou
que apresentam alguma afeccao cutanea grave, aqueles que estdo submetidos
a algum tratamento prolongado com esterdides ou drogas imunossupressoras
e doengas infecciosas como sarampo e varicela, mulheres gravidas e pessoas
com prova de PPD positivo. Para os individuos HIV positivos, com auséncia de
sinais clinicos, a vacinagao nao € considerada uma contra indicagao (PAUL &
FINE 2001). A vacina de BCG ¢é geralmente administrada para proteger contra
a tuberculose, no entanto tem se notado que ela confere protegdo contra
hanseniase (20-80%); também ha evidéncias que a BCG confere protecao
contra infecgdo por M. ulcerans e contra doencgas glandulares atribuidas a
outras micobactérias em particular o M. avium-intracellulare (PAUL & FINE

2001).

Quanto a variabilidade da eficacia da vacina BCG, varias hipoteses tem
sido propostas, uma destas € que infecgdo anterior com uma micobactéria n&o

tuberculosa confere protecdo contra a tuberculose ativa. Isto foi demonstrado
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com provas realizadas em areas onde as micobactérias nao tuberculosas eram
prevalentes, resultando uma baixa eficacia da vacina. Outros sugerem que uma
infecgcdo prévia com micobactérias pode aumentar ou diminuir a imunidade

protetora (PAUL & FINE 2001; HUEBNER 1994).

9.2 Novos modelos de vacinas

Esforgcos para modificar o Mycobacterium bovis do BCG ou o M.
tuberculosis por tecnologia do DNA recombinante com o fim de produzir uma
nova vacina atenuada contra a tuberculose estdo em progresso. Um destes
métodos consiste na expressdo de uma variedade de antigenos heterdlogos no
M. bovis (PAUL & FINE 2001; HUEBNER 1994). Outro método seria eliminar
os genes do M. tuberculosis responsaveis pela viruléncia ou pela sua

sobrevivéncia no interior dos macroéfagos.

A seguridade da BCG é uma preocupagao crescente, devido a alta
prevalencia de infecgao por HIV. Para prevenir os efeitos adversos da BCG em
individuos imunocomprometidos, bactérias modificadas tém sido propostas. Os
resultados mostram que estas cepas s&o seguras em camundongos com
imunodeficiéncia severa combinada e demonstrou a mesma protecdo nos
camundongos normais susceptiveis a tuberculose, sugerindo que este poderia
ser um método mais seguro de vacinacdo (HUEBNER 1994).

As proteinas CFP-10 (Rv3874), GroES (Rv3418c) e complexo 85 ja
foram usadas como antigenos recombinantes, e sua capacidade para
promover uma resposta proliferativa de células T humanas tem sido estudada.
Estes antigenos foram similares ao induzir resposta Th1 protetora em

camundongos, sugerindo assim que nenhum deles sdo imunodominantes
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(SEIBERT & MUNDAY, 1932; HUEBNER, 1994). Também o ESAT-6 (Rv3875)
caracterizado por SORENSEN et al. (1995), tem sido amplamente utilizado
para a produgao de vacinas (SORENSEN et al. 1995; MAHAIRAS et al. 1996;
BERTHET et al. 1998). Foi confirmado por BRANDT et al. (2000) que avaliaram
o potencial do ESAT-6 em modelo de vacina e demonstraram que a vacinacao
com este antigeno induz resposta de célula T e protecdo semelhante a obtida
com o BCG. RIGANO et al (2006) utilizando plantas transgénicas (Arabidopsis
thaliana) para expressarem uma proteina de fusdo contendo o antigeno ESAT-
6 do M. tuberculosis e uma enterotoxina (LTB) da Escherichia coli (LTB-ESAT-
6), elaboraram ragdo para camundongos e os imunizaram por via oral. Apos o
desafio com M. tuberculosis, apesar do aumento na producédo de IFN-y pelas
células T CD4+ dos linfonodos mesentéricos, ndo se observou uma boa
protecdo. Estes resultados sugerem que além de ser imunogénica, uma boa
vacina depende da via de administragdo para ser protetora.

Tem sido demonstrado que as proteinas do complexo 85 proporcionam
imunogenicidade em coelhos infectados com M. tuberculosis. A importéncia e
relevancia destas proteinas se devem, provavelmente, ao seu papel na sintese
da parede celular da micobactéria. De modo igual, demonstrou-se que quando
0s mondcitos humanos sao infectados por M. tuberculosis, estas micobactérias
secretam as proteinas do complexo 85. Esta propriedade poderia ser vantajosa
para desenvolver uma vacina, visto que a liberagao destas proteinas € de suma
importancia para o processamento intracelular deste patégeno via MHCII
(WHO 2004; HUEBNER 1994, VORDERMEIER et al 2006, SABLE et al 2007).
A imunizagdo de camundongos utilizando plasmideo de DNA expressando o

Ag85 induz a resposta immune humoral e mediada por células, conferindo
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significante protecdo, quando desafiados com M. tuberculosis e BCG
(HUYGEN et al., 1998).

O MPT-51 (Rv3803c) tem se mostrado um bom marcador para
diagnéstico de tuberculose, principalmente em pacientes co-infectados com
HIV (SINGH et al. 2005). AOSHI (2005) descreveram um sistema de expressao
retroviral que permitem que peptideos grandes e pequenos serem expressos
no citoplasma e, portanto, serem apresentados por moléculas MHC de classe I.
Os autores imunizaram células T de camundongos com vacina de DNA
expressando MPT-51 contra linhagens celulares MHC-lI compativeis. Estas
células foram capazes de expressar de 120-140 aminoacidos da molécula de
MPT-51. Segundo os autores, o sistema de expressao retroviral pode ser
adaptado para expressao de epitopos de células T reconhecidos em doencgas
infecciosas e contra antigenos de células tumorais. A Mtb 72F foi a primeira
vacina recombinante contra TB, testada em humanos (SHEIKY et al 2004).
Essa proteina é obtida da fusdo dos antigenos Mtb39 e Mtb32, e foi testada
como subunidades vacinais (SKEIKY et al 2004) e na estratégia de “primer-

boost” como reforgo a BCG (BRANDT et al 2004).

Uma nova abordagem em vacinas que atualmente vem sendo
empregada na busca de um substituto para a BCG sao as vacinas de DNA. A
possibilidade de usar vacinas de DNA é uma alternativa arriscada, construida
para codificar varios antigenos, os quais podem ser selecionados para que nao
interfiram nas provas de sensibilidade cutdnea. A selecdo do antigeno usado
nas vacinas de DNA esta limitada pela imunogenicidade da proteina. Varias
vacinas de DNA contendo plasmideo com genes de antigenos micobacterianos

como os membros das micolil-transferase (complexo 85) (HUYGEN 1998) e
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proteinas do choque térmico (Hsp60, 65, 70) (LOWRIE & SILVA 2000,
FERRAZ et al. 2004, LOWRIE 2003, JOHANSEN et al. 2003), tem sido
extensivamente testado contra tuberculose em modelos animais. As vacinas de
DNA n&o somente geram Th1 especificos como também TCDS8, nos quais sao
consideradas importantes na protegdao contra tuberculose. Associou-se a
protecdo neste caso, a produgido do fendtipo CD8/CD44 " INF-y, que foi
predominante apos a infeccdo (LOWRIE et al 1994; SILVA et al 1996;

BONATO et al 1998; SILVA et al 1999, LOWRIE et al 1999).

M. Vaccae e M. microti vivos, tem sido sugerido como candidatos a
vacina da tuberculose, mas quando utilizados em animais tem mostrado grande
variabilidade na protegdo (de BRUYN & GARNER 2003). Recentemente, M.
tuberculosis mutante com defeito em um lipideo micobacteriano (Mtb drrC)
mostrou ser mais protetor que a BCG quando administrado em camundongos
(PINTO et al 2004).

Vetores vivos, como as vacinas virais recombinantes ou Salmonella
modificada contendo genes imunodominantes de M. tuberculosis, s&o
candidatos a vacina que tem mostrado boa protecdo em modelos animais
(MCSHANE et al 2001; MOLLENKOPF et al 2001). As vacinas virais
recombinantes expressando Ag85A (MVA 85A) tém sido testadas pré-
clinicamente usando diferentes estratégias de vacinagdo em humanos
(Homdlogas ou Heterdlogas) sendo a primeira candidata a vacina a entrar na
fase de testes clinicos 1. Entretanto, este tipo de vacina ainda tem problemas
em provocar resposta imune contra o vetor, limitando o numero de possiveis

imuniza¢cdes (MCSHANE et al 2004).
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D’ SOUZA et al (2002) em um modelo de tuberculose experimental usou
uma vacina com os antigenos Ag85 A, Ag85B ou PstS-3 de M. tuberculosis
encapsulados em lipossomos catibnicos em camundongos, e verificaram que
houve inducdo de resposta imune celular e humoral, sendo protetora em
ambas vias de imunizacgao (intramuscular e intranasal). Ap6s a quarta semana
de infecgdo, o Ag85 promoveu quase meio log de protecédo (CFU de 5,8
comparada com 5,5 do BCG).

Conquanto estes antigenos tenham sido testados em ensaios
experimentais como antigenos vacinais na infecgdo animal, a capacidade
imunogenica destes e de outros antigenos na resposta imune celular de

pacientes com tuberculose ativa ainda nao foi esclarecida.
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Il - Justificativa

Embora a ciéncia tenha avangado muito, a tuberculose pulmonar
continua a ser um dos principais problemas de saude publica. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) acredita que um tergco da populagdo mundial esta
infectada com o bacilo e que surgem a cada ano aproximadamente 8,8 milhdes
de novos casos, resultando em 2 a 3 milhdes de mortes a cada ano. Destas,
80% estao concentradas nos paises em desenvolvimento, onde 0s recursos
séo limitados (WHO 2006). No Brasil os numeros sdo alarmantes. Em 2002,
foram notificados 96.323 casos novos e sdo estimados 50 milhdes de
brasileiros infectados pelo bacilo da TB. A taxa anual de incidéncia notificada
no Brasil em 2002 foi de 44,5 por 100.000 habitantes, no Estado de Goias
21,34 e em Goiania 23,5 para o mesmo periodo (USAID 2006). Esta grande
incidéncia se deve a fatores como: descuido dos governos no controle da
doenga, programas de controle de tuberculose mal administrados, pobreza,
crescimento e migragao populacional, resisténcia do patégeno as drogas e o
significante aumento de casos do virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Deve-se ressaltar que a tuberculose representa o principal fator de risco para
mortalidade entre individuos com infecgéo pelo HIV (USAID 2006).

A identificagdo da imunogenicidade de proteinas recombinantes do M.
tuberculosis pela resposta imune celular humana permitira a selecido de novos

candidatos a vacinas de subunidades protéicas.
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IV - Hipétese

Se os antigenos protéicos MPT-51, GlcB, Ag85A ESAT-6 e CFP sao
expressos em altas concentragdes quando o M. tuberculosis é submetido in
vitro a condi¢cdes de estresse que mimetizam o interior de uma célula, estes
antigenos devem ser processados e apresentados aos lintocitos T de

individuos com tuberculose ativa induzindo resposta imune especifica.
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V — Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune celular de pacientes com tuberculose pulmonar
ativa contra os antigenos protéicos recombinantes MPT-51, GlcB, ESAT-6,
Ag.85A e as Proteinas do Filtrado de Cultura (CFP) do M. tuberculosis para

caracterizar sua imunogenicidade.

Objetivos Especificos:

- Avaliar o padrdo de reconhecimento dos antigenos protéicos recombinantes
MPT-51, GIcB, ESAT-6,Ag.85A e as Proteinas do Filtrado de Cultura (CFP)
por linfécitos T CD4 e CD8 positivos do sangue periférico de individuos com

tuberculose pulmonar ativa.

- Determinar se os antigenos sao capazes de induzir a produgao de IFN-y por

linfocitos T CD4 e CD8 de pacientes com tuberculose pulmonar ativa.

- Determinar se os antigenos sé&o capazes de induzir a producgéo de IL-10 por

linfocitos T CD4 e CD8 de pacientes com tuberculose pulmonar ativa.

- Comparar a resposta imune celular T CD4 e CD8 dos pacientes com

tuberculose pulmonar antes e apos o tratamento.
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VI - Material e Métodos

1 - Populagéo de Estudo

A populacao de estudo composta de 37 individuos foi dividida em dois
grupos experimentais: 1. 22 Pacientes com tuberculose pulmonar ativa,
selecionados de acordo com os critérios de inclusdo como: idade variando
entre 22 e 63 anos, apresentando diagnodstico de tuberculose pulmonar ativa
confirmado por baciloscopia (BAAR), radiografia evidente de tuberculose e a
prova tuberculinica (PT). 2. 15 Controles saudaveis, pareados por faixa etaria e
sexo aos pacientes selecionados. Para melhor classificagcdo dos controles, os
mesmos foram submetidos a prova tuberculinica. Os individuos foram
recrutados no Hospital de Doengas Tropicais de Goiania-Go entre 2005 e 2007
onde todos concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido para inclusdo no estudo. Os critérios de exclusédo foram: individuos
portadores de imunodeficiéncia ou infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV). Dentre os 22 pacientes com tuberculose pulmonar ativa, oito
foram acompanhados durante todo o tratamento (seis meses) e no maximo
duas semanas apo6s este periodo, os individuos foram recrutados para a

avaliacdo da resposta imune celular.

2 - Antigenos Protéicos

Os antigenos recombinantes MPT-51 (Rv 3803c), ESAT-6 (Rv 3875),

Ag85A (Rv3804c), GLcB (Rv 1837c) e CFP (Culture Filtrate Proteins) foram
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produzidos pela Universidade Norte-Americana do estado do Colorado
(Colorado State University) e cedido ao Laboratério de Imunopatologia de
Doencas Infecciosas da Universidade Federal de Goias mediante o convénio

firmado pelo contrato de N° NO1-Al — 75320.

3 - Coleta de Amostras

Individuos TB positivos incluidos na pesquisa doaram 20 ml de sangue
periférico coletados com heparina, antes e apds o tratamento. Estas amostras
foram processadas para obtengdo de células mononucleares do sangue

periférico (PBMC).

4 - Obtencao de PBMC (Células Mononucleares do Sangue

Periférico) e Cultura Celular

O sangue total foi diluido em solugdo salina 0,9% estéril (1:2) em
seguida pipetado cuidadosamente em 3 vezes o volume em solugéo de Ficoll-
Paque™ (Amersham Biosciences) sendo posteriormente centrifugado a 1000 g
por 20 minutos a 4°C formando assim uma interface entre os liquidos (anel
branco), onde foi coletado o anel leucocitario usando pipeta pasteur. Apos a
transferéncia para um novo tubo de poliestireno foi adicionado salina 0,9%, e
os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1000 xg a 4°C. Apéds
ressuspender as células em meio RPMI completo (RPMI Médium 1640
GIBCO™ + 0,15% de Bicabornato de sédio , 10% de soro bovino fetal, 1mg/ml

de L-glutamina 2mM SIGMA®, 100 Ul/ml de Penicilina-estreptomicina SIGMA®,
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1% de Piruvato de sodio SIGMA®, 1 mg/ml de Aminoacidos nio essenciais
100X SIGMA®). A concentragédo celular foi ajustada para 2x10° por orificio,
apos a contagem em camara de Neubauer. Foram pipetados 200ul da
suspenséo celular em cada orificio da placa de cultura celular (Cell Wells™) de
96 orificios em poliestireno, com PHA a 1pug/ml (Phytohemagglutinin GibcoBRL
Cat. N° 10576-015 Life Technologies™ ) e os antigenos MPT-51, ESAT-6,
GLcB, Ag 85A e CFP na concentragao de 1ug/ml. As placas foram incubadas

em estufa 5% de CO, a 37°C por 96 horas.

5 — Analise de IL-10 e IFN-yintracelular em células T CD4 e CD8

por Citometria de Fluxo

As culturas de PBMC foram tratadas com monensina para o bloqueio do
complexo de golgi (Golgi Stop BD™) e incubadas por 6 horas a 37°C em estufa
a 5% de CO.. Apds incubagao, foram acrescentados 200 pl por orificio de PBS
e azida sodica e nova incubagao por 15 minutos a 4°C. Apos centrifugagao a
5000 xg por 5 minutos a 4°C, as suspensdes celulares foram divididas em dois
grupos de eppendorfs um para o painel 1 onde foram pipetados 10 ul de anti-
CD8 PE-Cy5 (Ficoeritrina cianina 5 - BD Phamingen™ ) e o outro para o painel
2 onde foram pipetados 10 ul de anti-CD4 PE-Cy5 - BD Phamingen™. Apds
incubacéo por 30 minutos a 4°C, fixaram-se as suspensdes celulares com PBS
paraformoldeido 0,4%; azida sodica 0,1% por 15 minutos a 4°C. Depois de
centrifugadas a 5000 x g por 10 minutos, 100 pl de Perm Wash
(PERMA/WASH™ Buffer 10x stock) foi adicionado a cada tubo, que foram

incubados por 5 minutos a 4°C. Apds centrifugagdo a 5000 xg por 5 minutos a
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4°C, 10 pl de anti-IFN y FITC (Isotiocianato de fluoresceina 2.0 pg/ml) e 10 pl
de anti-IL-10 PE (Ficoeritrina) foram adicionados e os tubos foram incubados
por 30 minutos a 4°C. Em seguida foi acrescentado Perm wash 1X e
centrifugado em 5000 xg por 5 minutos a 4°C. As células foram ressuspendidas
em PBS, azida sddica 0.1%. As aquisicoes foram realizadas em citometro de
fluxo (BD FAC Scalibur, San Jose, Califérnia) do Hospital Araujo Jorge

(Associacao de Combate ao Cancer do Estado de Goias).

6 — Analise Estatistica

Para analise da aquisicdo foi utilizado o programa Summit® V3.1. A
tabulacdo e construcao dos graficos foram feitas através dos programas
GraphPad Prism 4 Microsoft ® e Excel®. Para a analise estatistica foram
utilizados o teste de variancia (Kruskal Wallis) e teste t de student, considerado

p<0,05 estatisticamente significativo.
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VIl - Resultados

1 - Populagdo em Estudo

A Tabela 1 mostra o perfil clinico e epidemiolégico dos pacientes
incluidos neste trabalho. A maioria dos pacientes com TB selecionados foi do
sexo masculino com idade média de 36 anos (22-63). Alguns pacientes néo
souberam informar se foram vacinados ou nao com BCG e nao apresentavam
cicatriz vacinal que confirmasse imunizagdao por via intradérmica. Devido a
possibilidade deles terem sido vacinados na década de 60 e 70, quando a
vacinagao era por via oral, os mesmos foram classificados como sem
informacao (Sl) (Tabela 1). A maioria dos pacientes com tuberculose pulmonar
era positiva para prova tuberculinica (PT), enquanto todos os controles

saudaveis eram PT negativa (Tabela 1).

2 - Histogramas dos linfécitos T CD4* de pacientes com

tuberculose pulmonar ativa e controles saudaveis positivos

para IFN-y

Para a definicdo da populacéo de linfécitos T CD4 nas culturas de PBMC
estimulados ou ndo com antigenos, cada amostra foi adquirida e analisada no

programa Cell quest (BD, Biosciences).
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As células foram digitalizadas quanto ao tamanho (FFC) e granulosidade
(SSC) e a populacéao celular com tamanho e granulosidade menor que 250 foi
selecionada em uma janela como a populagdo total de linfécitos. Foram
adquiridos 10 mil eventos para todas as populagdes celulares e cerca de 70%
das células adquiridas foram incluidas nesta janela. Com esta selegéo
realizada, apés a definicdo na escala logaritima das células FL-3(CD4-CD8PE-
Cy5) positivas (neste caso com fluorescéncia maior que 10?), as células foram
analisadas quanto a fluorescéncia no canal FL-1(IFN-y FITC). Nas figuras 3 A
e B apresentamos um exemplo dos histogramas obtidos de um paciente com

tuberculose pulmonar ativa comparado com um individuo saudavel.
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Tabela 1: Dados clinicos e epidemioldgicos da populacdo em estudo

Grupos Controles? TB®
N=15 N=22
Sexo (M/F) 9/6 15/7
Mediana da idade (anos) 28(19-59) 36(22-63)
BCG (vacinados/SI") 15 19/3
PT (positivos/negativos/SI") 0/15/0 16/6/0

2Controles saudaveis: Prova Ttuberculinica negativa, HIV negativos e com
baixo risco de outras doengas imunossupressoras, pareados por sexo e idade
(x6 anos) com os pacientes tuberculosos.

®Tuberculose ativa: Individuos portadores de tuberculose pulmonar ativa, com
diagnéstico confirmado por baciloscopia ou cultura e aqueles em que o médico,
com base nos dados clinico-epidemioldgicos e no resultado de exames
complementares, firmou o diagndstico de tuberculose.

“SlI-ndo informados pelo individuo.
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Figura 3: Eventos adquiridos na janela de linfocitos (R1= Linfécitos totais, R2=
Selecéao dos linfocitos T CD4%) (A), histogramas de células T CD4*IFNy" de um
controle saudavel e um paciente com tuberculose pulmonar pareados por sexo
e idade (£ 6 anos) em estimulo a antigenos recombinantes do Mycobacterium

tuberculosis (B).
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3 - Linfécitos T CD4" positivos para IFN-y nas populagées em

estudo, em resposta aos antigenos micobacterianos.

Buscando caracterizar a resposta induzida pelo painel de antigenos,
avaliou-se a presenga de células T CD4" positivas para IFN-y em resposta aos
antigenos recombinantes MPT-51, ESAT-6, GLcB, Ag85A e Filtrado Protéico
de Cultura (CFP) de M. tuberculosis por citometria de fluxo, em individuos
saudaveis (Figura 4A) e com tuberculose pulmonar ativa (Figura 4B).

A porcentagem de células T CD4*IFN-y* em pacientes com tuberculose
pulmonar ativa (MPT-51= 5,25+2 47, ESAT-6= 5,631+2,43, CFP= 5,38+2,15,
GLcB= 4,72+2,10, Ag85A= 3,23%0,75) foi maior que os controles saudaveis
(MPT-51= 1,76+0,75, ESAT-6= 1,75+0,71, CFP= 1,53+0,81, GLcB= 1,89+0,71,
Ag85A 1,60£0,69) para todos os antigenos (p< 0,01). Observou-se que PBMC
de pacientes com tuberculose pulmonar quando estimuladas com Ag85A

apresentaram menor porcentagem de linfocitos T CD4°IFN-y* em relagdo a

todos os antigenos testados (Figura 4).

4 - Histogramas dos linfécitos T CD8" de pacientes com

tuberculose pulmonar ativa e controles saudaveis positivos

para IFN-y

Para a analise da populagao de linfocitos T CD8", utilizou-se uma janela

considerando a granulosidade e o Log de fluorescéncia acima de 10% no canal
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FL-3 (CD8 PE-Cy5) (Figura 5A). A populacdo de T CDS8'IFN-y" foi

demonstrada por meio de histograma (Figura 5B).

5 — Analise de linfécitos T CD8 positivos para IFN-y nas
populagcbes em estudo, em resposta aos antigenos

micobacterianos.

Sabendo-se que as células T CD8 sao também importantes na resposta

efetora contra patdgenos intracelulares, analisou-se por citometria de fluxo as

células T CD8 IFN-y* em resposta ao painel de antigenos micobacterianos em

individuos saudaveis (Figura 6A) e individuos com tuberculose pulmonar ativa
(Figura 6B). A porcentagem de T CD8*IFN-y* foram maiores em pacientes com
tuberculose pulmonar ativa (MPT-51= 3,78+2,02, ESAT-6= 4,33%£1,45, CFP=
3,4611,64, GLcB= 4,46+2,70, Ag85A= 4,34+1,92) quando comparadas com
individuos saudaveis (MPT-51= 1,33+0,61, ESTA-6= 1,49+0,42, CFP= 1,22+

0,59, GLcB= 1,58+, Ag85A= 1,65+0,66) (p<0,01) (Figura 6).

6 - Histogramas dos linfécitos T CD4" e CD8" positivos para IL-
10 de pacientes com tuberculose pulmonar ativa e controles

saudaveis

As células T CD4* e T CD8" foram selecionadas através de janela de

selegédo considerando a granulosidade e o Log de fluorescéncia acima de 102
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no canal FL3  Os histogramas das Figuras 7A-B, 8A-B, demonstram a

porcentagem de células T CD4" e T CD8" positivas para IL-10.
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Figura 4: Porcentagem de linfocitos T CD4*IFN-y* estimulados in vitro com o
mitégeno PHA e os antigenos ESAT-6, MPT-51, GLcB, Ag85A e CFP
do Mycobacterium tuberculosis. A. Controles saudaveis. B. Pacientes
com tuberculose pulmonar.

* Diferenca significativa entre controle e paciente, p < 0,01.
# Diferenca significativa entre o antigeno 85A e os demais antigenos, p
<0,01.
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Figura 5: Eventos adquiridos na janela de linfocitos (R1= Linfécitos totais, R2=
Selegao dos linfécitos T CD8") (A), histogramas de células T CD8*IFNy* de um
controle saudavel e um paciente com tuberculose pulmonar pareados por sexo
e idade (£ 6 anos) em estimulo a antigenos recombinantes do Mycobacterium
tuberculosis (B).
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Figura 6. Porcentagem de linfécitos T CD8*IFN-y" estimulados in vitro com o
mitégeno PHA e os antigenos ESAT-6, MPT-51, GLcB, Ag85A e CFP
do Mycobacterium tuberculosis. A. Controles saudaveis. B. Pacientes
com tuberculose pulmonar.

* Diferenca significativa entre controle e paciente, p < 0,01.
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Figura 7: Eventos adquiridos na janela de linfocitos (R1= Linfocitos totais, R2=
Selegao dos linfocitos T CD4%) (A), histogramas de células T CD4*IL-10" de um
controle saudavel e um paciente com tuberculose pulmonar pareados por sexo
e idade (+ 6 anos) em estimulo a antigenos recombinantes do Mycobacterium

tuberculosis (B).
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Figura 8: Eventos adquiridos na janela de linfocitos (R1= Linfécitos totais, R2=
Selecédo dos linfécitos T CD87) (A), histogramas de células T CD8*IL-10* de um
controle saudavel e um paciente com tuberculose pulmonar pareados por sexo
e idade (£ 6 anos) em estimulo a antigenos recombinantes do Mycobacterium
tuberculosis (B).
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7 — Analise de linfocitos T CD4 e CD8 positivos para IL-10 nas
populagbes em estudo, em resposta aos antigenos

micobacterianos.

A andlise da populagcdo de linfécitos T CD4 e CD8 e citocinas
intracelulares foi realizada através de Citometria de Fluxo para avaliar a
resposta imune especifica aos antigenos recombinantes.

A porcentagem de células TCD4 efetoras IL-10 positivas apds estimulo

com antigenos recombinantes do M. tuberculosis nos pacientes com
tuberculose pulmonar ativa (MPT-51= 5,20+2,64, ESAT-6= 5,83%12,19, CFP=
5,66%2,28, GLcB= 4,92+2,29, Ag85A= 3,62+1,04) foi maior que nos controles
saudaveis (MPT-51= 1,92+0,86, ESAT-6= 1,47+0,90, CFP= 1,59+0,86, GLcB=
2,31£1,26, Ag85A= 1,95%+1,23) (p<0,01) (Figura 9A). A porcentagem das
células TCD4 positivas para IL-10 nos pacientes com tuberculose, quando

estimuladas com o Ag85A, foi menor quando comparadas aos demais
antigenos testados (p<0,01) (Figura 9B).

As células T CD8 positivas para IL-10 apresentaram o mesmo padréo

observado nas células T CD4 onde a porcentagem destas células foram
maiores nos pacientes doentes (MPT-51= 3,50+1,51, ESAT-6= 4,01+1,48,
CFP= 3,78%1,27, GLcB= 4,93%£2,89, Ag85A= 3,90+1,34) quando comparados
com as dos controles saudaveis ( MPT-51= 1,15+ 0,42, ESAT-6= 1,62+ 0,59,
CFP= 1,25+ 0,67, GLcB= 1,53+ 0,49, Ag85A= 1,95+ 0,48) (p<0,01) (Figura 9C,

9D).
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8- Analise comparativa de linfécitos T CD4 e CD8 positivos

para IFN-y e IL-10 entre amostras de pacientes antes e apos

tratamento, em resposta aos antigenos micobacterianos.

A comparagao entre as porcentagens de células TCD4 e TCD8 IFN-y
positivas, apos estimulo com antigenos recombinantes de M. tuberculosis, nos
pacientes com tuberculose pulmonar ativa recém diagnosticados e apos-
tratamento estdo representadas nas figuras 10 e 11. Nao houve diferenca
significativa antes e apos o tratamento na populacdo celular de T CD4 e TCD8
positivas para IFN-y quando estimuladas com os antigenos MPT51, ESAT-6,
GLcB e Ag85A (p>0,05).

A porcentagem de células TCD4 e TCD8 IL-10 positivas apds estimulo
com antigenos recombinantes do M. tuberculosis nos pacientes com
tuberculose pulmonar ativa, antes e apés o tratamento, estido representadas
nas figuras 12 e 13. Nao houve diferengca significativa antes e apds o
tratamento na populagao celular de TCD4 e TCD8 positivas para IL-10 quando

estimuladas com os antigenos MPT51, ESAT-6, GLcB e Ag85A (p>0,05).

As porcentagens de células TCD4*IL-10*, TCD4*IFNy" e TCD8*IL-10",
TCDS8*IFNy" estdo demonstrados nas Tabelas 2 e 3.

Nos pacientes antes do tratamento os linfécitos TCD4*IL-10" estiveram
nas seguintes proporgoes: 5,2012,64; 5,83+2,19; 3,62+1,04; 4,92+2,29;
5,66%2,28 quando estimulados com MPT-51, ESAT-6, CFP, GLCB E Ag85A,

respectivamente. No poés-tratamento essas células estiveram marcadas nas
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seguintes proporgdes: 4,19+1,97; 3,43+0,72; 5,07+2,36; 4,72+1,87; 5,24+1,90
estimuladas com os mesmos antigenos.

Na avaliagdo da resposta dos linfocitos TCD4'IFN-y* (Tabela 2),
encontrou-se nos pacientes uma porcentagem de 5,25£2,47 quando
estimulados com MPT-51, 3,23+0,75 com ESAT-6, 5,38+2,15 com CFP,
4,72+2,10 com GLcB e 3,23+0,75 com Ag85A. No pos-tratamento (Tabela 2) a
porcentagem foi de 4,2+1,59; 5,47+2,28; 5,0+2,0; 4,49+1,75 e 2,72+0,75
quando estimulados com os mesmos antigenos. Quanto a porcentagem das
células TCD8'IL-10* e TCD8*IFN-y* (Tabela 3) também nao houve diferenca

significativa entre antes e apds o tratamento.
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Figura 9. Porcentagem de células T CD4* e CD8" positivas para IL-10
estimuladas in vitro com o mitégeno PHA e os antigenos ESAT-6, MPT-51,
GLcB, Ag85A e CFP do Mpycobacterium tuberculosis. A. Porcentagem de
células T CD4" positivas para IL-10 de controles saudaveis e B de pacientes
com tuberculose pulmonar ativa. C. Porcentagem de células T CD8*IL-10" de
controles saudaveis e D de pacientes com tuberculose pulmonar ativa. *
Diferencga significativa entre controle e paciente, p < 0,01.

* Diferenca significativa entre o antigeno 85A e os demais antigenos

p<0,01
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Figura 10. Porcentagem de células T CD4*IFN-y* de pacientes com
tuberculose pulmonar ativa antes e apdés 15 dias do término do
tratamento estimuladas in vitro com os antigenos recombinantes MPT-
51 (A), ESAT-6 (B), GLcB (C) e Ag85A (D) do Mycobacterium

tuberculosis.
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Figura 11. Porcentagem de células T CD8'IFN-y* de pacientes com
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estimuladas in vitro com os antigenos recombinantes MPT-51 (A),
ESAT-6 (B), GLcB (C) e Ag85A (D) do Mycobacterium tuberculosis.
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Figura 13. Porcentagem de células T CD8*IL-10" de pacientes com tuberculose
pulmonar ativa antes e ap6s 15 dias do término do tratamento
estimuladas in vitro com os antigenos recombinantes MPT-51 (A),
ESAT-6 (B), GLcB (C) e Ag85A (D) do Mycobacterium tuberculosis.
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Tabela 2: Comparacao entre as porcentagens de células CD4*IL-10" e CD4*IFN-y* de

pacientes com tuberculose pulmonar ativa, antes e apds o tratamento

estimuladas in vitro com os antigenos recombinantes MPT-51, ESAT-6, GLcB e

Ag85A do Mycobacterium tuberculosis.

CD4'IL-10" CD4'IFN-y"
Controle Paciente Pos-ttm?® Controle Paciente Pos-ttm?

MEIO 1,08+0,53  1,86+1,04 2,15+0,66 1,2840,50 1,82+0,93 2,09+0,79
PHA 14,3245,32 15,94+3,69 15,49+2,43 | 13,60+5,14 15,90+3,39 15,9412 45
MPT-51 1,92+0,86  5,20+2,64 4,19+1,97 1,76+0,75 5,25+2,47 4,2+1,59
ESAT-6 1,47+0,90 5,83+2,19 5,24+1,90 1,75+0,71 5,63+2,43 5,47+2,28
CFP 1,569+0,86  5,66+2,28 5,07+2,36 1,53+0,81 5,38+2,15 5,0+2,0
GLcB 2,31£1,26  4,92+2,29 4,72+1,87 1,8910,71 4,72+2,10 4,49+1,75
Ag. 85A 1,95+1,23  3,62+1,04 3,43+0,72 1,60+0,69 3,23+0,75 2,72+0,75

@ Pés-ttm- Pacientes com tuberculose pulmonar com até quinze dias apés o tratamento com
esquema 1 (Isoniazida- Rifampicina- Pirazinamida).
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Tabela 3: Comparagéo entre as porcentagem de células CD8’IL-10" e CD8’INF-y* de

pacientes com tuberculose pulmonar ativa, antes e apdés o tratamento

estimuladas in vitro com os antigenos recombinantes MPT-51, ESAT-6, GLcB e

Ag85A do Mycobacterium tuberculosis.

CD8’IL-10" CD8’IFN-y"
Controle Paciente Pés-ttm @ Controle Paciente Pés-ttm @
MEIO 0,97+0,23  1,72+0,37 2,01£0,17 1,78+0,57  1,65+0,48 1,94+0,24
PHA 13,52+4,24 1558+4,89 13,81+£3,47 | 13,91+5,05 16,82+5,96 16,6245,03
MPT-51 1,15+0,42  3,50+1,51 2,931+1,43 1,33£0,61  3,78+2,02 3,11+1,78
ESAT-6 1,62+0,59  4,01+1,48 3,97+1,42 1,49+0,42  4,33%1,45 3,82+1,40
CFP 1,25+0,67  3,78+1,27 3,0+1,48 1,2240,59  3,46+1,64 2,77+1,49
GLcB 1,63+0,49  4,93+2,89 4,18+2,13 1,68+0,58  4,46+2,70 3,72+2,43
Ag. 85A 1,65+0,48  3,90+1,34 3,37+1,17 1,65+0,66  4,34+1,92 3,58+1,67

@ Poés-ttm- Pacientes com tuberculose pulmonar com até quinze dias apds o tratamento com
esquema 1 (Isoniazida- Rifampicina- Pirazinamida).
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VIl - Discussao

Os antigenos MPT-51, ESAT-6, GLcB, Ag85A e Filtrado Protéico de
Cultura (CFP) de M. tuberculosis estimularam resposta Th1/Th2, embora o
estimulo com Ag 85A tenha sido menor do que os demais. As células TCD4 e
CD8 apresentaram maior porcentagem nos pacientes com tuberculose do que
nos controles saudaveis. Nos pacientes tuberculosos estas células
apresentaram marcagao positiva tanto para IFN-y quanto para IL-10 quando
estimuladas pelos antigenos testados.

No grupo dos 22 pacientes com tuberculose pulmonar ativa, a maioria
dos pacientes era do sexo masculino (68,19%) e 31,81% era do sexo feminino.
Essa observacao pode ser atribuida a vida social dos homens nos paises em
desenvolvimento sendo mais livre e dindmica do que das mulheres, portanto
esse sexo esta mais propicio a infeccao pelo bacilo da tuberculose. Quanto a
faixa etaria, a idade média dos pacientes com tuberculose foi de 36 anos com
variagado de 22-63 anos. Dentre 590 pacientes com tuberculose, NOGUEIRA et
al. (2001) encontraram uma faixa etaria de 30 a 49 anos de idade, o Ministério
da Saude (2006) enfatiza, portanto que ambos os estudos refletem o que
ocorre no Brasil e no mundo, embora a populagcdo deste estudo foi
relativamente menor do que o realizado por NOGUEIRA et al. (2001). No
entanto, essas conclusdes devem seguir a distribuicdo geografica de cada
espaco onde se realiza o estudo, tanto no que diz respeito ao sexo e faixa
etaria da populagéo.

Na avaliagdo do calendario profilatico, notou-se que 19 pessoas com

tuberculose pulmonar foram vacinadas com BCG e 3 nao souberam informar
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sobre a vacinacao. Atualmente a eficacia da BCG na protegcdo contra a
tuberculose é muito questionada (FARER, 1986). Apesar da vacina de BCG
nao oferecer protecdo contra a tuberculose pulmonar ativa em adultos, a
mesma vacina oferece protecdo acima de 50% contra a tuberculose infantil
(RODRIGUES et al, 1993; COLDITZ et al.,, 1994; ICMR, 1999). Essa
observacao reflete exatamente a faixa etaria média de 36,1 anos na populacao
deste estudo, sendo todos adultos e ndo estando no circulo de protecao
oferecida pela vacina de BCG, estando susceptiveis a contaminacdo pelo
bacilo da tuberculose.

Dos tuberculosos, 16 foram positivos para a Prova Tuberculinica (PT) e
seis foram PT negativos. Trabalhos mostram que em pacientes em estagio
avangado da doenga, os linfocitos podem nao responder ao estimulo antigénico
da PT, podendo resultar em PT negativa. Segundo HARBOE (1981) a PT nao é
um método de diagndstico ideal, pois apresenta algumas desvantagens como a
necessidade do paciente retornar para efetuacéo da leitura do teste, bem como
a variabilidade e subjetividade na aplicagao e leitura do teste. Além disso, a PT
tem baixa especificidade, pois os antigenos usados compdem uma mistura de
antigenos micobacterianos que estao presentes também em micobactérias nao
tuberculosas e na cepa de vacina BCG. Apesar dos centros médicos nao terem
dificuldades em realizar o diagndstico de pacientes com tuberculose, a PT de
fato ndo pode ser utilizada como unico meio de distinguir pacientes sadios de
doentes, principalmente em paises endémicos para essa enfermidade como é
o caso do Brasil.

A porcentagem dos linfécitos TCD4 e TCD8 IFN-y e IL10 positivos dos

pacientes com tuberculose ativa foram maiores do que os controles saudaveis.
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Observou-se ainda, que a porcentagem de células positivas para IL-10 foi
parecida com IFN-y, portanto esses achados podem caracterizar o estado de
doenca dos pacientes, visto que o IFN-y tem um papel protetor no controle da
tuberculose (KAWAKAMI et al., 2004). Embora o IFN-y seja produzido por
outras células, os linfécitos TCD4 e TCD8 séo as principais células secretoras
desta citocina. As células TCD4" também sado produtoras de citocinas anti-
inflamatorias como a IL-10 que ja foi identificada em pacientes com tuberculose
ativa (GEROSA et al., 1999). Nosso trabalho, ndo usou marcagéo especifica
para ceélulas T regulatérias tanto CD4" quanto CD8" (Treg), mas nossos
resultados mostram um aumento preferencial de IL-10 podendo sugerir um
papel para estas células no estabelecimento da doenga clinica.

Embora n&o existam trabalhos caracterizando esta resposta em
humanos, quando camundongos da linhagem C57BL/6J-Rag1™™™ (Rag1~")
sdo infectados com M. tuberculosis, a resposta das células CD4 nao esta

correlacionada com o aumento da expresséo de citocinas como o IFN-y ou TNF

0 ou ainda com a expressao geral de IFN-y ou da sintese de oxido nitrico nos
orgaos infectados. Além disso, a supressao da prote¢ao, ndo foi acompanhada
pelo aumento geral da expressdo de IL-10 e nem pelo elevado numero da
producao de linfocitos TCD4 IL-10" (KURSAR et al. (20007). Esses resultados
concordam com muitos estudos ja realizados quanto a presencga da IL-10 em
camundongos experimentalmente infectados com tuberculose (TURNER et al.,
2001; ROJAS & BALAJI, 1999; WAAL MALEFYT et al., 1993; FIORENTINO et
al.,, 1991) uma vez que a IL-10 tem sido apontada como uma citocina com

atividade imunossupressora, inibindo a proliferacao de linfécitos T e a secrecao

de IFN-y. Baseado nesse fato, JACOBS et al. (2000); MURRAY & YOUNG



72

(1999) estudaram a funcdo da IL-10 na susceptibilidade a tuberculose e
determinaram as fungdes antimicobacterianas da IL-10, testando camundongos
deficientes para esta citocina e desafiando-os com Mycobacterium bovis
bacillus Calmette-Guérin. Foi possivel observar que os camundongos
desafiados tiveram menor carga bacteriana do que os controles. Entretanto, os
camundongos IL-10-'- ndo aumentaram os niveis de IFN-y, sugerindo que
outros mecanismos sao responsaveis pelo aumento da resisténcia.

Em nossa pesquisa, provavelmente houve uma regulagdo da resposta
imune por outras linhagens celulares, sendo necessarios futuros estudos para
explicar conclusivamente o elevado nivel de IL-10 nos pacientes com
tuberculose pulmonar ativa.

Os antigenos CFP, ESAT-6, MPT-51, GLcB e Ag85A foram capazes de
estimular a producdo de IFN-y e IL-10 pelas células T CD4. Entretanto, o
Ag85A foi 0 que menos se destacou quanto a capacidade de estimulacéo do
que os demais estudados. A capacidade das células CD4" em expressar IFN-y
(5,38+2,15) e IL-10 (5,66+2,28), em pacientes com tuberculose pulmonar ativa,
quando estimuladas com o Filtrado Protéico de Cultura (CFP) foi elevada.
SAMANICH et al. (2000) avaliaram o soro de paciente utilizando como antigeno
o CFP por meio de ELISA com o propésito de aplicagao de sorodiagndstico de
tuberculose pulmonar. Segundo os resultados encontrados por estes autores, o
painel de antigenos do CFP, pode ser aplicado para determinar a existéncia da
doencga e para o monitoramento da carga bacteriana na progressao da doenca.
WELDINGH et al. (1999) identificaram algumas proteinas do CFP como a
CFP17, CFP20, CFP21, CFP22, CFP25 e CFP28, como indutoras da produgcao

de IFN-y em camundongos infectados com M. tuberculosis e em pacientes
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tuberculosos, entretanto, os autores nao descreveram quais células foram
secretoras dessa citocina. Esses resultados concretizam os varios
questionamentos atuais no sentido de se utilizar mais de um antigeno no
estimulo da resposta imune da tuberculose, portanto espera-se assim que o
CFP por ter varios antigenos em seu conteudo, estimulasse mais resposta
imune em comparagao a um so antigeno, mesmo sendo recombinante como é
o caso do MPT-51, ESAT-6, GLcB e Ag 85.

A porcentagem de TCD4 IFN-y positivas, estimuladas com MPT-51 (5,25
+2,47) foi cinco vezes maior nos pacientes com tuberculose pulmonar ativa,
que nos controles saudaveis (1,76+0,75). Em trabalho realizado por ACHKAR
et al. (2006) identificou-se que o MPT-51 (Rv 3803c) do M. tuberculosis € um
antigeno imunodominante reconhecido por 80% do soro de pacientes HIV
negativos e cultura positiva para tuberculose na india. Este trabalho é o
primeiro a identificar o reconhecimento do MPT-51 pela resposta imune celular
de pacientes com tuberculose. O efeito protetor induzido pela vacinacdo com
rMPT-51 em animais desafiados com M. tuberculosis, apesar de n&o ter
superado o induzido pelo M. bovis BCG estimulou o aumento dos niveis de
IFN-y sérico (SUZUKI et al 2004). A avaliacdo da resposta imune ao MPT-51
mostrou que esse antigeno apresenta elevada imunogenicidade por estimular
mais a resposta em paciente com tuberculose pulmonar ativa do que nos

controles saudaveis.

A avaliagdo da capacidade do antigeno ESAT-6 em estimular linfocitos
TCD4 e CD8 IFN-y* (CD4 5,63+2,40, CD8 4,33%1,45) e IL-10" (CD4 5,83+2,19,
CD8 4,01+1,48) foi elevada nos nossos resultados. Este trabalho concorda com

(LALVANI et al., 2001; CHAPMAN et al., 2001; PATHAN et al., 2001; ELHAY et
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al., 1998), onde este antigeno induz a secrec¢ao de IFN-y pelas células TCD4".
A imunogenicidade do ESAT-6 tem sido empregada, principalmente para
confirmar se a reagao a Prova Tuberculinica € devido a elevada exposi¢ao ao
M. tuberculosis, ou a outras espécies de Mycobacterium e ainda se a reagao é
decorrente da vacinacdo com o BCG, uma vez que esta proteina esta ausente
na cepa vacinal (HILL et al., 2005; PORCA et al., 2006). Geralmente, o ESAT-6
é detectado no inicio da tuberculose pulmonar ativa (VINCENTE et al., 2003).
Quando combinado com o CFP-10, a acuracia do ESAT-6 aumenta ainda mais
na identificacédo de individuos com tuberculose (TAVARES et al., (2007).

Devido as dificuldades em distinguir a tuberculose ativa da latente,
principalmente em paises nos quais ha elevada exposigcdo ao bacilo da
tuberculose, VINCENTI et al. (2003) propuseram avaliar pacientes com
tuberculose ativa e observaram que durante esta fase, analises soroldgicas de
20 dos 27 pacientes estudados responderam ao ESAT-6 e nenhum dos soros
dos controles, incluindo o TB latente, reconheceu peptideos do antigeno. Os
autores concluiram, portanto, que esse antigeno podera ser usado para
diferenciar tuberculose ativa da latente. Entdo, esse antigeno agrega algumas
caracteristicas importantes para ser aplicado nos estudos em areas endémicas,
elicitando assim a resposta imune de pacientes com tuberculose pulmonar
ativa e latente, servindo como fonte de informacgdes para os centros de saude
no que diz respeito a identificagdo de novos casos de tuberculose.

O GLcB foi capaz também de estimular linfécitos TCD4 e TCD8 IFN-y*
(CD4 4,72+2,10, CD8 4,46+2,70) e IL-10" (CD4 4,92+2,29, CD8 4,93+2,89) de
pacientes com tuberculose pulmonar ativa. SINGH et al. (2005) avaliaram o

perfil de antigenos que sdo reconhecidos por anticorpos de pacientes com
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tuberculose subclinica. Dentre esses antigenos, o GLcB foi reconhecido em
90% do soro dos pacientes TB subclinica. Entretanto, o nosso trabalho
apresenta carater inovador quanto ao estudo deste antigeno, pois os pacientes
com tuberculose sdo virgens de tratamento e HIV-, portanto, permite
caracterizar a imunogenicidade sem influéncia de outros fatores, além de ser o
primeiro a identificar a resposta imune celular a este antigeno.

Apesar de ENTLEY-HIBBERT et al. (1999) inferirem ao AgQg85A, a
capacidade de estimular forte resposta imune celular e humoral tanto em
humanos quanto em camundongos, a avaliagdo do Ag85A em estimular os
linfécitos TCD4* e TCD8*, no nosso trabalho, demonstrou que esse antigeno
nao foi tdo bem reconhecido pelas células CD4*IFNy* (3,23+0,75) e IL10* (3,62
+1,04) quando comparados aos demais antigenos nos pacientes com
tuberculose ativa.

Os linfécitos TCD8*IFN-y* quando estimulados pelos antigenos CFP
(3,46+1,64), ESAT-6 (4,33+1,45), MPT-51 (3,78+2,02), GLcB (4,46+2,70), e
Ag85A (4,34+ 1,92) estiveram em maior porcentagem, comparados com 0s
controles (CFP 1,22+0,59, ESTA-6 1,49+0,42, MPT-51 1,33+0,61, GLcB 1,58+
0,58, Ag85A 1,65+0,66), apesar do antigeno 85A ter estimulado menor
porcentagem de células que os demais. O linfécito TCD8 apresentou
capacidade reduzida de secretar IFN-y, quando comparados quanto ao TCD4.
Esses achados estao de acordo com as observacdes de NAGAI et al. (2007),
pois segundo os autores ambos os padrdes de linfocitos (TCD4 e TCD8) séo
capazes de produzir IFN-y, na infeccdo por tuberculose, embora TCD4
responda mais ao estimulo com producdo da citocina do que o TCD8. Os

autores acrescentaram ainda que durante na infeccdo micobacteriana, a
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resposta do TCD8 com IFN-y e independente da ativacdo das células TCD4.
Embora ambos os fenétipos de linfécitos sejam importantes na defesa contra a
tuberculose, € de se esperar que os TCD8" estimulados pelos antigenos
estejam em menor numero, apesar de estarem em niveis mais elevados nos
pacientes com tuberculose pulmonar ativa, visto que esse padrdo de célula
esta em menor concentracdo comparada aos TCD4+ de controles saudaveis.

A IL-10 é uma interleucina do tipo reguladora que funciona como uma
citocina inibidora de macréfagos, células importantes no controle e combate da
tuberculose. Por outro lado, as citocinas do tipo Th1, IFN-y e IL-2, s&o
ativadoras de mecanismos microbicidas dos macrofagos. Dependendo do
predominio do perfil de citocinas, havera a manifestacdo da tuberculose ou
inibicdo da progressao da infeccdo (SILVA & BOECHAT, 2004). Trabalhos
realizados por MURRAY et al. (1997) em camundongos que expressavam
constitutivamente IL-10, demonstraram que animais que receberam dose
subletal de micobactéria morreram, enquanto os do tipo selvagem, que
produziam quantidade menor de IL-10, sobreviveram, mostrando que a
produgdo exagerada dessa interleucina diminui as chances de sobreviver a
micobactéria. O papel da IL-10 em nosso estudo apresenta-se complexo por
envolver padroes de respostas imunes como Th1 e Th2, além disso, deve-se
fazer estudos futuros para esclarecer e interligar essas repostas a tuberculose
pulmonar ativa.

As avaliagbes dos fenotipos celulares de linfocitos TCD4 e TCDS8 e as
citocinas IFN-y e IL-10, antes e apés o tratamento da tuberculose pulmonar néao
demonstraram diferenga. BARCELOS et al. (2006) estudaram as mudancgas

fenotipicas dos leucdcitos antes e apds o tratamento de tuberculose pulmonar.
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Apesar do estudo ter sido realizado sem estimulo de antigenos recombinantes,
os autores observaram que houve um predominio de TCD4" em comparagao
com os TCD8" antes do tratamento. Segundo BELKAID et al (2005) o
progresso do tratamento, podera levar a uma diminuicao da carga bacteriana e
com isso a estimulagdo antigénica, o que explica a diminuigdo dos linfocitos
TCD4" em resposta ao M. tuberculosis. Embora nossos estudos nao relatem
diferengas significativas no perfil de reconhecimento dos antigenos estudados
com relagao a presenca de células IFN-y* ou IL-10*, este é o primeiro trabalho
que avalia o fendtipo das células produtoras destas citocinas. Além do mais, os
nossos pacientes foram recrutados imediatamente apdés o término do
tratamento, o que pode nao ter permitido a redugdo completa dos antigenos
bacterianos, 0 que manteria os niveis elevados de linfécitos efetores na
periferia.

Como houve um equilibrio entre a resposta imune, Th1/Th2, provocada
pelos antigenos estudados, provavelmente outros tipos celulares estéo
regulando essa resposta. Nesse caso, estudos futuros deveréo ser efetuados
no sentido de elucidar se as células Treg ou Th17 fazem parte do controle da
resposta imune ao M. tuberculosis, pois se sabe que possuem participacdo na
resposta imune a tuberculose (IVANOV & LINDEN, 2007).

Todos esses antigenos provaram ser imunogénicos tanto antes como
ap6s o tratamento. Neste estudo, os individuos com tuberculose ativa
demonstraram serem responsivos aos antigenos do M. tuberculosis. Esse
aspecto foi evidenciado em um individuo que teve regre¢cao da resposta imune
apos o tratamento, embora todos os demais pardmetros como hemograma,

Raio X, cultura e baciloscopia estivessem iguais aos demais individuos que nao
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regrediu a resposta apos o tratamento, dentro dos padrdes considerados

normais para a espécie humana.

IX - Conclusoes
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Os antigenos recombinantes MPT-51, GIcB, e o Ag.85A, ESAT-6 e as
Proteinas do Filtrado de Cultura (CFP) do M. tuberculosis sao reconhecidos
especificamente pela resposta imune celular de pacientes com tuberculose

pulmonar ativa.

Os antigenos rMPT-51, rGIcB, rAg.85A, rESAT-6 e as Proteinas do

Filtrado de Cultura (CFP) foram capazes de induzir a produ¢ao de INF-y por

linfocitos TCD4 e TCD8 de pacientes tuberculosos.

Os antigenos rMPT-51, rGIcB, rAg.85A, rESAT-6 e as Proteinas do
Filtrado de Cultura (CFP) do M.tuberculosis demonstraram ser capazes de

estimular células TCD4 e TCDS8 positivas para IL-10.

A resposta imune celular aos antigenos testados n&o foi influenciada

pelo tratamento.

A resposta imune celular dos pacientes com tuberculose pulmonar

mostrou-se variada com relagao a positividade das células TCD4 e TCD8 para

IFN-y e IL-10 em resposta aos antigenos testados.

X- Consideracoes Finais
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Estes resultados confirmam a importancia das populacées de linfécitos T
CD4 e T CD8 na produgéo de citocinas como IFN-gama e IL-10, mas nossos
resultados sugerem a existéncia de outras populagcbes com fungdes
consideraveis como Th17 e Treg. Portanto, a analise destas populagdes
celulares auxiliara o melhor entendimento da resposta imune envolvida na

defesa do hospedeiro contra o M. tuberculosis.
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XIl — Anexos

1- Termo de Concentimento dos Voluntarios

1.1 Controles Saudaveis

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS. IPTSP
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitario - Goiania — GO.CEP 74605-050
Fone (062)3521.1837 - 3209.6102 - FAX (062)3521.1839

Consentimento de Participagdo na pesquisa
Titulo do projeto: Caracterizagdo dos antigenos protéicos naturais e recombinantes do
Mycobacterium tuberculosis induzidos pela resposta imune de pacientes
tuberculosos.

Nome do pesquisador responsavel: Profa. Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis, DVM, Ph.D.
Contato para problemas e dividas decorrentes desta pesquisa: Dr. Jodo Alves de Aradjo
Filho, Médico, telefone: 62 3225-4971.

Vocé esta sendo convidado a participar, voluntariamente, em uma pesquisa que
sera conduzida na Universidade Federal de Goids (Goiania-Goids). Esta pesquisa tentara
identificar proteinas do Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doenga
tuberculose) que sdo reconhecidas pelo sangue (soro e células) de pessoas sauddveis e
pacientes com tuberculose. '

O pesquisador gastara aproximadamente 20 minutos com vocé para: a) explicar o
motivo da pesquisa, anotar algumas informagdes sobre o seu estado de salde atual e pedir
0 seu consentimento para participar neste projeto. Neste periodo, um questionario sera
preenchido para facilitar a analise dos resultados futuramente. b) o seu sangue sera
coletado (20 mL). Vocé pode retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem que
haja qualquer prejuizo ( Goiania, Goias, Brasil).

Embora ndo exista nenhum risco em potencial durante a coleta de sangue, algumas
vezes podem ocorrer vermelhiddo e dor no local da coleta. Algumas pessoas podem
desmaiar durante a coleta. Se isto acontecer interromperemos a sua participacao
imediatamente. Para coletar o seu sangue, o seu brago seré limpo e esterilizado com 4lcool,
depois de garrotear a parte superior do seu braco o sangue sera coletado usando agulha e
seringas estéreis. Para a coleta, serd usada uma seringa de 20 mL. Ndo é possivel
identificar todos os problemas que podem ocorrer durante esse procedimento, mas nés
(médico, enfermeira e o pesquisador) tomamos todas as medidas para minimizar os riscos
desconhecidos desse procedimento.

Os resultados sobre a sua satde e dos testes realizados com o seu sangue serdo
mantidos confidenciais pela pesquisadora responséavel. Os seus dados pessoais nfo serfo
revelados em nenhum momento. Os resultados deste estudo serdo publicados numa revista
cientifica internacional.

Participacao

Sua participagéo nesta pesquisa é voluntaria. Se vocé decidir participar deste
estudo, vocé podera desistir a qualgquer momento sem que vocé seja penalizado. A sua
assinatura provara que vocé leu, entendeu e deu o seu consentimento para participar desta
pesquisa. Sua assinatura também provara que vocé estd recebendo uma cépia deste
documento.

Nome do participante (letra de forma) Testemunha: nome e RG

/ /
Assinatura ' Data
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1.2 Pacientes com Tuberculose

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS. IPTSP

Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitario - Goidnia — GO.CEP 74605-050
Fone (062)3521.1837 — 3209.6102 - FAX (062)3521.1839

Consentimento de Participacao na pesquisa
Titulo do projeto: Caracterizagcdo dos antigenos protéicos naturais e recombinantes do
Mycobacterium tuberculosis induzidos pela resposta imune de pacientes
tuberculosos.

Nome do pesquisador responsavel: Profa. Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis, DVM, Ph.D.
Contato para problemas e dividas decorrentes desta pesquisa: Dr. Jodo Alves de Araujo
Filho, Médico, telefone: 62 3225-4971.

Vocé estd sendo convidado a participar, voluntariamente, em uma pesquisa gue
sera conduzida na Universidade Federal de Goids (Goiania-Goias). Esta pesquisa tentara
identificar proteinas do Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doenca
tuberculose) que s&o reconhecidas pelo sangue (soro e células) de pessoas saudaveis e
pacientes com tuberculose. ’

O pesquisador gastara aproximadamente 20 minutos com vocé para: a) explicar o
motivo da pesquisa, anotar algumas informagoes sobre o seu estado de saude atual e pedir
0 seu consentimento para participar neste projeto. Neste periodo, um questionario sera
preenchido para facilitar a andlise dos resultados futuramente. b) o seu sangue sera
coletado (20 mL). Se vocé decidir nao participar da pesquisa, vocé néo tera seu tratamento
ou assisténcia interrompida. Vocé pode retirar o seu consentimento a qualquer momento,
sem que o seu tratamento ou acompanhamento pelo Hospital de Doencas Tropicais seja
interrompido ( Goiania, Goias, Brasil).

Embora néo exista nenhum risco em potencial durante a coleta de sangue, algumas
vezes podem ocorrer vermelhiddo e dor no local da coleta. Algumas pessoas podem
desmaiar durante a coleta. Se isto acontecer interromperemos a sua participagao
imediatamente. Para coletar o seu sangue, o seu brago sera limpo e esterilizado com élcool,
depois de garrotear a parte superior do seu brago o sangue sera coletado usando agulha e
seringas estéreis. Para a coleta, serd usada uma seringa de 20 mL. Nao é possivel
identificar todos os problemas que podem ocorrer durante esse procedimento, mas nos
(médico, enfermeira e o pesquisador) tomamos todas as medidas para minimizar os riscos
desconhecidos desse procedimento.

Os resultados sobre a sua salde e dos testes realizados com o seu sangue serao
mantidos confidenciais pela pesquisadora responsavel. Os seus dados pessoais ndo seréo
revelados em nenhum momento. Os resultados deste estudo serdo publicados numa revista
cientifica internacional.

Participacao

Sua participagdo nesta pesquisa €& voluntaria. Se vocé decidir participar deste
estudo, vocé podera desistir a qualquer momento sem que vocé seja penalizado ou perca a
sua assisténcia no Hospital de Doencas Tropicais. A sua assinatura provara que vocé leu,
entendeu e deu o seu consentimento para participar desta pesquisa. Sua assinatura
também provara que vocé esta recebendo uma cépia deste documento.

Nome do participante (letra de forma) Testemunha: nome e RG

/ /
Assinatura Data
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2- Questionarios Aplicados aos Voluntarios

2.1 Controles Saudaveis

Registro niimero:

Questionario do Projeto: Caracterizacio dos antigenos protéicos naturais e
recombinantes do Mycobacterium tuberculosis induzidos em condigGes de stress.

Dados:

Nome:

Data admissao: Nimero na pesquisa:

Data nascimento: Idade: [] anos

Endereco:

Fone: Cor pele: Sexo: F[] M[]
Profissio:

Anamnese:

Teve contato com TB ativa? Sim [] Nao [] Nio sabe []
Teve contato com hanseniase? Sim [] Nio [] Nio sabe []
BCG: Sim [] Nio [] mimero de doses: [] Data da dltima dose:

PPD: Sim [] N3o[] Resultado [] mm

Uso de medicamentos: Sim[] Nio[] Qual?

Data inicio: Complicagtes:

Doencas:

Prévia: sim[] ndo[] Qual?

Cronica: sim[] nido[] Qual?

Doenca pulmonar? sim [] ndo  Alergia? sim [] ndo []

(]
Nos dltimos dias teve: Febre?sim[] ndo[]  Dores musculares? sim[] niio[]
Esta gripado ou resfriado? sim[] ndo[]

Fumante? sim []  ndo [] Etilista? sim [}  ndo []
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2.2 Pacientes com Tuberculose

Prontuario nitmero:

Questionario do Projeto: Caracterizagio dos antigenos protéicos naturais e recombinantes
do Mycobacterium tuberculosis induzidos em condigdes de stress.

Dados:

Nome:

Data admissao:
Data nascimento:

Nimero na pesquisa:
Idade: [] anos

Endereco:
Fone: Cor pele: Sexo: F[] M([]
Profissio: Hipotese diagndstico:
Exames:
Escarro: AAFB +[] -1
Biopsia: Resultado: pos. [] neg .[] Tecido:
Cultura: Resultado: pos. [] neg .[] Meio:
HIV: Resultado: pos. [] neg .[]
PPD: [ mm Outros:
Mpycobacterium
Teve contato com TB ativa? Sim [] Nao [] Naio sabe []
Teve contato com hanseniase? Sim [] Niao [] Nio sabe []
BCG: Sim [] Nao [] ndmero de doses: [] Data da altima dose:
TB ativa no momento? Sim [] Nao[] Naosabe[] Data do inicio:
E tuberculose primaria? Sim [] Nio[] Nao sabe []
Lesdo Cavitaria: [] Area afetada:
Nio cavitaria: [] Pleural: [] Outra:
Histéria prévia de TB Com que idade? [] anos
Foi uma tuberculose primaria? Sim [] Nio [] Nao sabe []
Existe evidéncia de lesdes? Sim [] Nio [] Nio sabe []
Tratamento anti TB Data de inicio:
INH: Sim [] Nio [] Nao sabe [] ETH: Sim [] Nio [] Nio sabe []
RIF: Sim[] Nio [] Nio sabe [] PYZ: Sim [] Nio [] Nio sabe []
STP: Sim [] Nao [] N3ao sabe []
Resultado da quimioterapia
Ainda no tratamento? Curado [] Voltou [] Morte []
Uso de corticéide? Sim [] Nao[]  Qual?
Data inicio: Complicacoes:
Doencas:
Concomitante: Sim [] Niof Qual?
Prévia: Sim [] Niof Qual?
Cronica: Sim [] Naof Qual?
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Documentos Referentes a Aprovagao do Projeto de

Pesquisa

3.1 Parecer da Diretoria do IPTSP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS. IPTSP
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitario - Goidnia — GO.CEP 74605-050
Fone (062)3521.1837 — 3209.6102 - FAX (062)3521.1839

CERTIDADO

Certificamos que em reunido do Conselho Direlor do
instituto de Patologia Tropical e Sadade Publica da UFG, realizada no dia 27 de outubro de

2004, foram disculidos e aprovados os seguintes projetos de pesquisa "Perfit socio-

demografico e clinico epidemioldgico dos pacientes portadores de infecgdo HiV/aids
atendidos no Servige de Atendimento Especiahizado (SAE), Goiania, de 2001-2004" -
Responsavel: Prof®. Ms. Ana Maria de Qliveira; "Prevaléncia de microorganismaos Gram-
negativos produtores de B-lactamase de expectro ampliadoe (ESBL) em sitios estéreis em
Hospitais de Goignia “ - Responsavel: Prof®. Dr? Fabiana Cristina Piments;
"Caracterizaggo dos anligenos protéicos naturais e recombinantes do Mycobacterium
tuberculosis induzidos pela resposta imune de pacientes tuberculosos” — _Requnsévei:
Prof® Dr®. Ana Pauta Jungueira Kipnis; “Alividade Antimicrobiana do Alcool Etilico 70,0%
em Canetas Odontoldgicas de Alta Rotagao” — Responsavel Prof. Dr. Cledmenes Reis.

Goidnia, 28 de oulubro de 2004

\& N&aﬁwm

Sacretério do IPTSPIUFG

Tendo em vista Cerlidao expedida, encaminhe-se a Prof®. Dr.

Lucimeire Antonelli da Silveira, para os devidos fins.

“ F ) .,
seef Lot B e \-..(;L]v\-- Y RN,
Profe. Dr? Divina das Dores de Paula Cardoso

Diretora do IPTSP/UFG
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3.2 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa- UFGO
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PROTOCCLO N2 O
9.6 lciRo o&

.~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRU-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRABUAGAD
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FPARECER CONSUBSTANCIADOC

| - ldentificagzo:

+ Titulo de projetoiCaraclerizagdo dos  antigenos protéicos naturals e recombinantes de
Mycobscterium luberculosis induzidos em condicdes de stress pela resposta imune de pacientes
tuberculozos, .

+  Pesquisador Responsdvel Ana Pzula Jungueira Kipinis

+  instiluigBo responsédvel. instilule de Patologis Tropical e Salide Publical UFG

+  Dala de spresentacgo ao COEP: 26/01/2005

it — Gbjetivos:

Identificar antigenocs proléicos de M luberculsis capazes de discriminar pacienies {uberculcsos
de sadics. Determinar o padrdo de reconhecimento destes aniigenos por células T CD4/CD8,
selecionar anligenocs candidatos & vacina.

il — Suméric do projeto:

+  Descriglo e caracterizacio da amostra:

Pacientes tuberculosos recrutados no ambulatdrio de tuberculose do Hospital de Doencas Tropicais.
Os controles serfo convidados entre {uncionérios, estudanies efou estagigrios do HDT cu PTSP

Critérios de inclusZo e excluszo:Serio 50 pacientes:

1) luberculosos com tuberculose pulmonar com idade de 30 & 60 com diagndstico comprovado pela

reagao positiva ac PPD

2) Pacienies com outras doengas que acometem ¢ pulmao

3) Pacientes hansénicos.

4} Pacientes coniroles com idade e sexo pareados para cada paciente com tuberculose.

+  Adeguacio da metodelogia:

+  .Adequada para o objetivo proposto.

+  Adequagio das condigbes: o

+  adequado

iV — Comentarios do relator frente 34 Resolugio CNS 196/96 e complementares em particular

sobre:

O projeto visa a caraclerizacio de antigenos para futuros candidatos a vacinas a luberculose
através de selegdo de antigenos que estimulem uma resposta imune protetora em pacientes sadios e
doentes in vifro. Os laboratdrios envolvidos possuem as condigbes necessarias pare o desenvolvimento

do projeto. A identificagdo de antigenos candidalos a vacina nfo fornecera um beneficio direto 20
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paciente (além da informag&o do numero de células CD4 e CD8 em seu sangue), como & esclarecida
no termo de consantimento, perém poderd fornecer grandes beneficios 2 comunidade. O paciente sera
acompanhade e fratade da mesma forma, independente de participar cu ndo do projeto, sendo
garantido o sigilo de sua identidade. A coleta de 20 mL de sangue do paciente cferece um risco minimo
para este, portanto, a analise de riscos e beneficios justifica a execugio do trabatho. Os pesquisadores
mencionam a utilizag&o de soro estocade de nacientes com hanseniase, entretanto, nao apresenta umn
termo de consentimento Livre e esclarecido para utilizag2o destes soros no projeic itz A ndn
utilizac@o destes soros ndo compromete a pesquisa, porém, os pesquisadores devem enviar ao comité
de ética da UFG o TCLO demonstrando cue os pacientes est&o cientes da utilizac&e destes soros, caso
queiram utilizé-lo.

Diante do exposto, sou favorave! a aprovacio do mesmo.
V1 — Datz da reunifo: 25/02/2005
Assinatura do relator:

Assinaturs do Coordenado/COER:
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3.3 Parecer do SUS e Secretaria

Goi&nia, 04 de mar¢e de 2005

Sra. Pesquisadora

ANA PAULA KIPINIS

Proponente de Projeto no Programa Pesquisa para o SUS - C&T em Satide en
. Goias

Prezada Pesquisadoral

Com satisfagdo vimos comunicar que seu preojeto intitulado
fCaracterizacac dos antigenos proteicos naturais e recombinantes do
Mycobacterium tuberculosis pela resposta imune de pacientes tuberculesos
atendidos pelo Sistema Unico de Satde de Goidnia/ foi APROVADO, com
valor integral, conforme solicitado.

Estaremos proximamente convocando para concretizar a concessdo dos
recursos solicitados, tdo logo sejam disponibilizados.

Recomendamos providenciar decumentagdc, conforme exigéncias do Edital.

Atencicsamente

Comité Gestor

Pesquisa para o SUS - C&T em Salde Golas
SECTEC~-GO

Esta mensagem fol verificada pelo sistema de antivirus e
acredita-se estar livre de perigo.
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_SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO E DO DESPORTO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
Rua 235, 8/N- Setor Universitano - Goinia-G0 - CEP 74605-050- Fone:{(62) 209-6103/09

Oficio n® 069/05 Goiania, 15 de marco de 2005

Dz Diretora do Instituto de Patologia Tropical e Salide Piblica da UFG
A Dep. Proff. Raguel Teixeira

MD®. Secretaria de Ciéncias e Tecnologia do Estado de Goids
Assunto: Termo de aceitagio

Senhora Secretéria,

Juntamente com nossoes cumprimentos, apresentamoes a V. §2 o presente
Termo de Aceilacio do Institulo de Paiologia Tropical € Sadde Plblica da Universidade
Federal de Goids, como Instituicao executora do projeto “Caracterizacio dos antigenos
naturais e recombinantes do Myccbacterium tuberculosis induzidos em condigGes de
stress pela resposta imune de pacientes iuberculosos atendidos pelo SUS - Goiania”,
sob a responsabilidade da Pesquisadora Profé, Dr, Ana Paula Jungueira Kipnis.

Sem mais para o momento, subscrevemo-nos,

Atenciosamente,

/. P
ool e e o Ml o B e
Profe. Dr®. Divina das Dores de Paula Cardoso
~. Diretora do IPTSP/UFG
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