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RESUMO

A Tuberculose (TB) atinge milhdes de pessoas anualmente e aproximadamente um ter¢o da
populagdo mundial esta infectado pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A detecgdo da
infeccdo e o monitoramento dos contatos de TB com alto risco de adoecimento contribuiriam
para o controle da disseminacdo da doenga. Propde-se neste estudo a avaliagdo de
caracteristicas epidemioldgicas que podem contribuir para a infeccdo e o uso da resposta
imune humoral contra o antigeno recombinante Hspx de Mtb para avaliacdo do risco de
adoecimento em individuos recém infectados numa coorte de contatos de pacientes com
tuberculose pulmonar. Os individuos incluidos foram submetidos a prova tuberculinica (PT) e
coleta de sangue para dosagem de anticorpos (IgM/ IgG - ELISA). Quarenta e cinco pacientes
com TBP e 177 contatos foram recrutados nos Centros de Assisténcia Integral a Saude
(CAIS) da regido metropolitana de Goidnia de 2008 a 2009 e acompanhados por um (1) ano.
Durante o acompanhamento, apenas a frequéncia do contato (diario) com o paciente foi
associada ao status da PT no momento do diagndstico (p=0,006). Dois (2) contatos PT
positiva adoeceram, oito (8) contatos converteram a PT para positiva, seis (6) sofreram
booster, 44 permaneceram PT negativa e 20 desistiram do estudo. Os niveis de IgM-Hspx
encontrados foram de 0,841+0,40 para os contatos PT positivos, de 0,807+0,32 para os PT
negativos, de 0,732+0,21 para os PT convertidos e de 0,961+0,48 para os que sofreram
booster. Os niveis de IgM-Hspx dos contatos que adoeceram permaneceram inalterados. As
dosagens de IgG-Hspx foram de 0,242+0,10 nos contatos PT positiva, de 0,237+0,10 nos PT
negativa, de 0,140+0,02 nos PT convertidos e de 0,255+0,22 nos que sofreram booster, sendo
significativa a diferenca entre as médias (p=0,019). Os resultados obtidos mostraram que
contato didrio com o paciente esta relacionado a PT positiva e que ndo houve associagdo entre
a presenca de anticorpos (IgM/IgG) e risco de adoecimento em contatos recém infectados de

pacientes com tuberculose pulmonar.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) affects millions of people every year and it is estimated that one third of
world’s population is infected with Mycobacterium tuberculosis (Mtb). The identification of
infection and monitoring of close contacts of TB patients would contribute to disease
dissemination control. In the present study the epidemiological characteristics that may
facilitate contact’s infection were evaluated. Additionally, the antibody profile against Hspx
from Mtb, among individuals that were in frequent contact of pulmonary tuberculosis (PTB)
patients, was investigated as a marker for risk of active disease development. All participants
were submitted to tuberculin skin test (TST) and their blood were harvested to determine the
antibody profile (IgM/IgG - ELISA). Forty-five PTB patients and 177 contacts were followed
for one year. During the follow-up period, only daily contact with patient was associated with
positive TST at the moment of diagnosis. Two TST positive contacts developed active PTB,
eight contacts converted their TST to positive, 6 individuals presented the booster effect, 44
remained TST negative and 20 dropped out of the study. The IgM-Hspx levels were
0,841+0,40 for TST positive contacts, 0,807+0,32 for TST negative, 0,732+0,218 for TST
converted and 0,961+0,48 to contacts that boosted their TST. The IgG-Hspx levels were
0,242+0,10 for TST positive contacts, 0,237+0,10 for TST negative, 0,140+0,02 for TST
converted and 0,255+0,22 for contacts that boosted their TST, with significant statistical
difference (p=0,019). Our data show that daily contact is associated with TST positivity and
the risk of disease development and antibodies against Hspx (both, IgM and IgG) were not

associated among recent latently infected contacts of PTB patients.



INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) ¢ uma doenga infecto-contagiosa com longo historico. O seu
agente causador ¢ a micobactéria Mycobacterium tuberculosis (Mtb), pertencente ao
complexo também chamado Mycobacterium tuberculosis (Aranaz et al. 1999). A
caracteristica mais marcante desta micobactéria ¢ o seu envelope formado por uma membrana
citoplasmatica, uma parede celular composta por lipideos e polissacarideos, além de acidos
micolicos. Esta estrutura ¢ responsavel pela protecao dos constituintes celulares e pelo suporte
mecanico, conferindo ao bacilo a sua forma caracteristica (bastonete/bacilo) (Brennan 2003).

A transmissdo da TB ocorre através da inalacdo do bacilo contido em goticulas
expelidas por individuos com a doenca clinicamente ativa, através da fala, tosse ou espirro
(Doherty & Anderesen 2005). Apenas 5 — 10% dos individuos infectados desenvolverdo a
doenca. O seu estabelecimento depende tanto de fatores associados ao bacilo, como a
quantidade e a viruléncia, quanto de fatores associados ao hospedeiro, como condi¢do
imunoldgica e caracteristicas genéticas (Dannenberg 1993).

A forma primaria da TB caracteriza-se pela baixa carga bacteriana infectante, sendo
pouco contagiosa ¢ de grande dificuldade de diagnostico. Esta forma pode ser fatal em
individuos gravemente imunocomprometidos, como os co-infectados com HIV, ou que
apresentem defeitos em receptores de citocinas como IFN-y ou IL-12 (Kritski & Melo 2007).
A TB se manifesta principalmente na forma pos-primaria, quando a doenga se estabelece
mesmo apOs uma resposta imune especifica ter sido desencadeada, em decorréncia de uma
nova infecc¢ao ou reativagdo de um foco primario (Verver et al. 2005).

A Tuberculose pulmonar (TBP) ¢ a manifestacio poOs-primaria mais comum, no
entanto outros 6rgdos podem ser acometidos como a pleura, rins, 0ssos € sistema nervoso
central (Robbins et al. 1984). Os sintomas mais comuns sdo tosse que inicialmente se
apresenta seca, evoluindo para uma expectoragdo mucosa intensa, purulenta, com hemoptise
ou nao, febre baixa intermitente, suor noturno, falta de apetite, astenia, irritabilidade,
enxaqueca, dor tordcica causada pelo esfor¢o da respiragdo/expectoracao (Hopewell 2006). A
TB pode assumir ainda uma forma subclinica, chamada de latente (TBL), na qual o individuo

infectado ndo apresenta sinais nem sintomas, nem ¢ capaz de transmitir a doenga.



Quanto a resisténcia do Mtb a antibioticos existem dois subtipos de TB pos-primaria: a
TB multirresistente (TB MR), na qual o bacilo ¢ resistente a dois dos farmacos utilizados no
tratamento, a rifampicina (RIF) e a isoniazida (INH); e a TB superresitente (TB XDR — do
inglés, extremely drug resistant), na qual o bacilo além de ser resistente a RIF e INH, ¢
também resistente a qualquer fluoroquinolona e a pelo menos uma dos trés medicamentos
injetaveis utilizadas no tratamento, a capreomicina, ou a kanamicina ou a amicacina (Gandhi
et al. 2006).

Observou-se que em areas de alta incidéncia de TB, como a Africa e a Asia, onde a
transmissdo do bacilo é constante ou aumentada, a populagdo mais afetada ¢ a de adultos
jovens em decorréncia de infec¢do recente ou reinfecgdo. No Brasil, apesar de incidéncia ser
intermediaria & daqueles paises a populacdo afetada também ¢ de adultos jovens. J& em éreas
de baixa incidéncia, como a América do Norte ¢ a Europa Ocidental, a maioria dos casos
ocorre em individuos de idade avancada ou entre imigrantes vindos de areas endémicas (Dye
C 2000).

O diagnostico da TB inclui exame clinico, radioldgico e laboratorial. As caracteristicas
da parede celular do Mtb sdo exploradas no principal teste de diagnostico laboratorial
utilizado, a baciloscopia, no qual o corante carbolfucsina penetra na parede bacteriana que
resiste ao descoramento por alcool-acido, conferindo uma cor avermelhada ao bacilo,
propriedade descrita por Zhiel e Neelsen em 1881 (Varughese et al.1974).

O tratamento da doen¢a faz uso da combinag¢do de pelo menos trés das seguintes
substancias: rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA) e o etambutol (EMB)
(Chan & Iseman 2002). No Brasil o esquema de tratamento com trés drogas (RIF, INH e
PZA) que era utilizado desde 1979, sofreu alteragdes, tendo sido acrescentado um quarto
farmaco (EMB) a combinagdo, e modificado a forma de administragdo dos medicamentos,
agora compactados em um s6 comprimido (Comissdao de Tuberculose da SBPT, 2009).

Acredita-se que um ter¢o da populacdo mundial esteja infectado por Mtb (Dye et al.
1999). Além disso, estima-se que ocorreram 9,4 milhdes de casos de TB no mundo,
culminando em 1,7 milhdes de mortes (WHO 2010). Apesar do numero de casos ter crescido,
o numero de individuos tratados e curados superou a meta de 85% estabelecida pela OMS (41
milhdes de pessoas). A maioria dos casos aconteceu na Asia (55%) e na Africa (30%),

enquanto a regido das Américas foi responsavel por 3% do total de casos (WHO 2010).



O Brasil ainda pertence ao grupo dos 22 paises responsaveis por 80% da TB no
mundo, no entanto ocupamos agora o 19° lugar (WHO 2010). A doenga esta distribuida por
todo o pais, refletindo numa taxa de incidéncia de 38,2/100.000 habitantes em 2007. A forma
mais comum da TB ¢ a pulmonar, correspondendo a 83% dos casos, a forma extrapulmonar
corresponde a 14% e a ocorréncia das duas formas ao mesmo tempo corresponde a 3% dos
casos (SVS/MS 2009). A distribuicao da TB no pais € irregular, ja que estados como o Rio de
Janeiro, Amazonas ¢ Pernambuco apresentam taxa de incidéncia maior que a nacional, 73,2,
67,7 ¢ 47,8 por 100.000 habitantes, respectivamente, enquanto estados como Goids e
Tocantins tem incidéncia abaixo da nacional 9,6 e 15,4 por 100.000 habitantes,
respectivamente (SVS/MS 2009).

Em Goiés, a TB parece estar localizada principalmente na regido metropolitana de sua
capital, Goiania, com 550 casos novos de TB em 2008, visto que o total de casos no estado foi
de 942 neste mesmo ano. A forma pulmonar também ¢ a mais comum no estado,
correspondendo a 81.2% dos casos de TB registrados (SVS/MS 2009).

A TB ainda ¢ motivo de preocupagao para saude publica no mundo. A redugdo na
prevaléncia em 50% até 2015, além do aumento da identificagdo de casos novos e seus
contatos, a diminuicao do abandono do tratamento, a identificacdo dos portadores de HIV e de
doenga multirresistente sdo as principais metas da WHO a serem alcangadas (WHO 2010).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Imunopatologia das doengas infecciosas tem
como objetivo principal avaliar diferentes antigenos de Mtb para o diagndstico soroldgico das
diversas formas da TB, assim como a busca de biomarcadores das diversas formas clinicas da
doenca. Este estudo faz parte do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Tuberculose
(INCT-TB- CNPq), sob coordenagdao dos Dr. Didgenes Santiago Santos e Dr. Afranio Lineu
Kritski assim como da rede goiana de pesquisa em Tuberculose, sob coordenag¢do da
professora Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis.

Esta tese teve como proposito colaborar para o conhecimento sobre a dindmica de
transmissao e adoecimento em individuos diretamente expostos ao contagio de TB, como os
contatos de pacientes com a doenga ativa, avaliando fatores epidemioldgicos que favoreceram
a infec¢do/adoecimento bem como propondo um teste imunoenzimatico (ELISA) baseado no
antigeno de Mtb — Hspx - para identificagdo dos contatos que possuem maiores chances de

desenvolver TB ativa dentre os contatos expostos recém infectados.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. LATENCIA NA TUBERCULOSE PULMONAR

A TBP acomete o trato respiratorio € o paciente que apresenta baciloscopia positiva €
a principal fonte de disseminagdo da doenca (Menzies 1997). A infec¢do por Mtb se da pela
inalagdo de particulas contendo o bacilo (particulas de Wells), expelidas pelo paciente indice
principalmente ao tossir (Doherty &Andersen 2005). O risco de infeccdo ¢ dependente de
alguns fatores como a intensidade da carga bacilar do paciente, a proximidade do contato com
0 paciente, a carga bacilar inalada e a integridade do sistema imune do hospedeiro (Menzies
1997, Moran-Mendonza et al. 2010).

A maioria dos individuos infectados por Mtb desenvolve uma resposta celular efetiva
e a replicacdo do Mtb ¢ contida, sendo a maior parte deles eliminada (Figura 1). A doenca
ativa se manifesta em apenas 5-10% dos individuos expostos ao contdgio com o bacilo, e
nestes a resposta imune desencadeada ndo serd suficiente para conter a infec¢do, culminando
no estabelecimento da doenca (Parrish 1998, North & Jung 2004). Nos demais individuos
infectados (90-95%), uma parte dos bacilos consegue persistir, caracterizando a doenga
latente (TBL). Dentre estes individuos, somente 2 - 5% poderdo desenvolver TB ativa em
virtude de fatores associados a imunidade do hospedeiro. Estima-se que 2 bilhdes de pessoas
no mundo sdo portadores latentes de Mtb, o que corresponde a um ter¢co da populagao
mundial (Dye et al. 1999). A constatacdo da TBL se d4 pela resposta imune ao bacilo pela
prova tuberculinica (PT), que avalia a presenga de linfocitos T de memoria por meio da
reacdo de hipersensibilidade tardia a um conjunto de antigenos purificados do complexo Mtb,

conhecido como PPD (derivado protéico purificado) (Menzies 1999).



Individuos expostos ao contato com pacientes de TBP (BAAR positivo)
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Figura 1. Evolugdo da exposi¢do ao Mtb (adaptado de Ahmad 2010). E mostrada a progresso
natural dos eventos iniciados pela exposi¢do de individuos imunocompetentes a um paciente

indice com baciloscopia positiva.



A comprovagdo da existéncia da TBL data de meados da década de 30 do século
passado onde estudos mostravam que apenas alguns (11%) dos individuos infectados (PT
positiva) acompanhados por sete anos e que apresentavam alteragdes radiograficas de lesdes
pulmonares semelhantes a de TB, desenvolviam a doenga ativa (Gedde-Dahl 1952).
Adicionalmente, estudos pds-mortem em individuos que ndo apresentavam sinais nem
sintomas sugestivos de TB, e os modelos animais ajudaram a colher evidéncias da
persisténcia do bacilo sem a ocorréncia da doenga ativa (Opie 1927; Robertson 1933;
Feldman & Baggenstsson 1938). Hernandez-Pando e colaboradores, por exemplo,
demonstraram a presenga de DNA de Mtb em pneumdcitos do tipo II, células endoteliais ¢
fibroblastos em tecido pulmonar saudavel advindo de individuos de area endémica
(Hernandez-Pando et al. 2000), desafiando a no¢do de que o bacilo apenas persistiria em
lesdes primarias granulomatosas, fibroticas, ou calcificadas (Lenaerts et al. 2007).

Questiona-se a existéncia ou ndo de atividade metabdlica nesse bacilo persistente.
Acredita-se que as condic¢des que o levem a forma quiescente estejam associadas ao pH baixo,
deplecdo de oxigénio, limitacdo de ferro, stress pelo acumulo de reativos intermedidrios do
nitrogénio e escassez de nutrientes (Wayne 1994, Betts et al. 2002, Ohno et al. 2003, Park et
al. 2003, Voskuili et al. 2004). Entendia-se que a TBL correspondia a um estado no qual a
infeccdo por Mtb foi contida, sem a erradicacdo (esterelizacdo) do bacilo, que deteria a
habilidade de sair do estado de dorméncia e promover o desenvolvimento de TB ativa quando
o sistema imune do hospedeiro sofresse algum tipo de supressao (Ulrichs & Kaufmann 2006).

Pesquisas com pulmao de camundongos infectados cronicamente com Mtb e escarro
de pacientes com TB revelaram pela anélise do perfil de RNA que ocorrem mudangas na
expressdo génica do bacilo para sua adaptacdo. Nos camundongos infectados houve uma
expressdo aumentada de genes envolvidos nas vias lipoliticas e nos reguladores de viruléncia
(Talaat et al. 2007), enquanto que nos pacientes TBP observou-se o aumento da expressao
dos genes da regido Dos-R e dos envolvidos nas vias de utilizacao de lipideos como fonte de
energia, bem como a regulagdo negativa dos genes envolvidos com metabolismo aerdbio e
prolifera¢do (Garton et al. 2008). Com base nos conhecimentos atuais, uma nova hipotese foi
sugerida na qual a infecg¢do latente seria um processo dinamico, onde o sistema imune do
hospedeiro e a bacteria responderiam continuamente e ativamente nos individuos infectados

imunocompetentes (Cardona 2009).



Os individuos infectados latente, teoricamente, serviriam como um ‘“reservatério” de
Mtb, ja que a probabilidade maior de desenvolverem TB seria nos dois primeiros anos apds
sua exposicao, entretanto na fase de laténcia ndo hé evidéncias de que eles sejam capazes de
disseminar o bacilo (AMS 2000). Em regioes de baixa prevaléncia de TB, como os EUA,
estima-se que 20-30% dos contatos de pacientes sejam infectados latentes (Marks et al. 2000).
Ja em regides de alta prevaléncia, como o Brasil, esta propor¢ao pode alcangar 50% e 12
horas ou mais de exposi¢ao constitui sério fator de risco (Kritiski & Melo 2007).

Além do tempo de exposicao, outras condi¢cdes colaboram para que a infecgdo latente
resulte no desenvolvimento da doenga. Embora muitas vezes ndo se comprove se a TB ¢
primaria ou uma reativagdo do estado laténcia, algumas doencas favorecem o
desenvolvimento da doenga ativa. Em individuos com diabetes mellitus a TB tende a ser mais
agressiva, com lesdes extensas e cavitacdes no terco inferior dos pulmdes (Ikezoe et al. 1992).
Na insuficiéncia renal cronica, a ocorréncia de TB (ganglionar) ¢ freqiiente, especialmente
naqueles individuos submetidos a longos periodos de dialise (Moore et al. 2002). Pacientes
com artrite reumatoide, uma doenca inflamatéria cronica, autoimune, em tratamento com
bloqueadores de TNF-a, apresentam maiores chances de desenvolver TB (Marques et al.

2009).

2.2. RESPOSTA IMUNE A TUBERCULOSE

A infec¢do por Mtb interrompe a homeostasia no hospedeiro, que induz uma resposta
imune na tentativa de reestabelecé-la. A resposta imune abrange a reposta inata, composta
pelas barreiras fisico-quimicas e por células fagociticas e NK responsaveis pelo
reconhecimento de microorganismos estranhos, e a resposta adaptativa, composta
principalmente por linfécitos, caracterizada pela extraordinaria especificidade e capacidade de
memoria das células que a compde (Getz 2005). Acreditava-se que a recuperagao do estado
inicial de equilibrio, s6 seria alcangada com o desenvolvimento da resposta imune adquirida,
com participacio fundamental dos linfécitos T CD4" produtores de interferon-gamma (IFN-y)
(Muller et al. 1987). Entretanto, a resposta imune inata, com o aumento do entendimento dos
mecanismos utilizados no reconhecimento e eliminagdo dos patogenos, igualou-se em
importancia na participacdo da resposta imune capaz de conter a infecgdo e evitar o

estabelecimento da doenga (Bhatt &Salgame 2007, Korbel et al. 2008, Kawai & Akira 2009).



O Mtb alcanga os alvéolos pulmonares apds desvencilhar-se das barreiras protetoras
do trato respiratério, onde sdo reconhecidos principalmente pelos macrdéfagos residentes.
Células dendriticas e epitelidides alveolares também sao capazes de reconhecer o bacilo
(Bermudez et al. 2002, Bhatt et al. 2004). Alguns dos receptores utilizados no reconhecimento
promovem a ativagao celular em dire¢ao a eliminagdo do bacilo e outros promovem a entrada
silenciosa do Mtb, isto ¢ sem promover ativagdo do macréfago (Quesniaux et al. 2004).

Os principais receptores de reconhecimento padrdao (do inglés, pattern recognition
receptor - PRR) de patdégenos presentes nos macrofagos, células apresentadoras de antigeno,
dentre outras, sdo os receptores semelhantes ao receptor Toll de drosofilas, chamados TLRs
(do inglés, Toll like receptor) (Brightbill et al. 1999). O TLR-2 reconhece uma grande
variedade de antigenos micobacterianos como as lipoproteinas de 19-kDa, a
lipoarabinomanana (LAM) (Brightbill et al. 1999), a LprA (Rv1270) e LprG (Rvl4llc)
(Gehring et al. 2004, Pecora et al. 2006), além do glicolipideo manosideo de fosfatidilinositol
(PIM) (Jones et al. 2001). A ativagdo do TLR-2 em resposta aos padrdes moleculares
associados (do inglés: PAMP: pathogen associated molecular pattern) as micobactérias,
culmina na producao de um peptideo com funcao microbicida, a catelecidina, numa via
dependente de vitamina D (Liu et al. 2006) e pode ainda direcionar a organiza¢ao do
granuloma e induzir a formagdo das células gigantes multinucleadas em um modelo in vitro
de granuloma humano (Puissegur et al. 2007).

A proteina ESAT-6 de Mtb, no entanto, quando reconhecida via TLR-2 presente nos
macrofagos, compromete a indugdo da cascata de ativagdo do TLR-2 dependente da proteina
adaptadora chamada de fator de diferenciagdo mieldide 88 (MyD-88) (Pathak et al. 2007),
além de limitar a resposta ao IFN-y e consequentemente a expressao de moléculas de
histocompatibilidade de classe II (MHC-II) (Noss et al. 2001). Outros TLRs podem participar
do reconhecimento de antigenos micobacterianos, como o TLR-4 que também identifica PIM
(Abel et al. 2002), e o TLR-9 que se localizam intracelularmente e reconhece CpG DNA de
Mtb (Bafica et al. 2005).

Existem PRRs capazes de reconhecer outros PAMPs, como os receptores de manose,
expressos principalmente nos macrofagos alveolares e relacionados a entrada silenciosa de
Mtb na célula (Schlesinger et al. 1993). Estes receptores reconhecem além de manose,
arabinomanana (AM), PIM e ManLam (manose associada a lipoarabinomanana) (Torreles et

al. 2006). Além destes, também participam do reconhecimento destes antigenos de Mtb os



receptores scavengers, os de proteina surfactante ¢ 0 CD14 (Ernest 1998). Outro tipo de PRR
sdo os receptores de dominio de oligomerizacdo de ligagdo de nucleotideos (do inglés,
Nucleotide Oligomerization Domain like receptors), que se localizam intracelularmente e
reconhecem antigenos micobacterianos (4acidos nucleicos) que se encontrem no citoplasma
(Ferwerda et al. 2005).

Os antigenos micobacterianos podem ser opsonizados por anticorpos e componentes
do sistema Complemento, promovendo a fagocitose via receptor da fragdo Fc dos anticorpos e
os receptores do sistema complemento, como o CR3 (Ernest 1998, Collins & Kaufman 2001).
Além de promover a fagocitose, a interacdo com o receptor de Fc dos anticorpos induz a
formag¢ao de reativos do oxigénio e permite a fusdo do fagossoma com o lisossoma
(Armstrong & Hart 1975), enquanto a interagdo com o CR3 impede a geracdo destes
intemediarios e a maturacdo do fagossoma contendo o bacilo e a sua fusdo com o lisossoma
(Sturgill-Koszycki et al. 1996, Le Cabec et al. 2000).

O reconhecimento de antigenos de Mtb por meio dos PRRs leva a uma cascata de
ativacgdo intracelular que culminara na producao de citocinas proinflamatorias, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), a pro-interleucina 1 (IL-1) e 12 (IL-12) (Jo 2008). Essa
ativacdo pode ser dependente ou independente de proteina adaptadoras, como a MyD-88, com
consequente ativacdo do fator de transcri¢gdo nuclear (NF) —kB, induzindo a transcri¢cao das
proteinas proinflamatorias como as citocinas TNF-a e a IL-1 (Jo 2008, Yamamoto et al.
2003). Esse reconhecimento antigénico, principalmente via NLRs (nucleotide oligomerization
domain like receptors - NLRP3), induz também os inflamassomas, que sdo plataformas de
ativacdo molecular que desencadeiam a maturacao e secre¢ao de citocinas como a IL-1B e a
IL-18 pela ativagdo da caspase 1 (Schroder & Tschopp 2010). Ainda ndo esta bem esclarecido
qual o papel dos inflamasomas na TBP, hé evidéncias de que ambos Mtb e BCG sdo capazes
de inibir os inflamasomas pela via das metaloproteinases bacterianas dependentes de zinco
(Master et al. 2008), entretanto também ¢ sugerido que a micobacteria seja capaz de induzir a
ativacdo da caspase 1 com liberagao de IL-1B em células infectadas (Koo et al. 2008).

A fagocitose do bacilo ocorre apds o seu reconhecimento pelo macroéfago, com a
formag¢ao do fagossoma. A remodelagdo do citoesqueleto para a formacdo do fagossoma tem
a participacao da proteina TACO e glicerol presente na membrana do hospedeiro que contém
aspartato e triptofano (do inglé€s, tryptophane aspartate-containing coat protein, TACO) pela

sua capacidade de ligacdo ao colesterol e a actina (Ferrari et al. 1999, Gatfield & Pieters



2000). Uma série de eventos de fusdo e fissao de vesiculas contendo ATPases transportadoras
de protons e de lisossomas contendo hidrolases com o fagossoma proporciona o pH ideal para
que as hidrolases funcionem eficientemente para promover a destruicdo do bacilo, no
fagolisossoma formado (Yates & Russell 2005). Esses eventos sdao dependentes de calcio
(Ca") e levam a ativagio de fosfatidil inositol-3-fosfato que também participa da maturagio
do fagossoma em fagolisossoma (do inglés, early endossomal antigenl) (Chua & Deretic
2004, Kusner 2005).

Outro mecanismo de destrui¢do do Mtb ¢ a producao de mediadores da oxidagao,
como os reativos intermedidrios do nitrogénio (RIN), como o o6xido nitrico (NO), e de
reativos intermedidrios do oxigénio, como o peréxido de hidrogénio (H,O,) (Nicholson et al.
1996). Entretanto, a eliminagcdo do bacilo por estes mecanismos sO foi demonstrada em
modelos animais, havendo apenas evidéncias experimentais de que o Oxido nitrico tem
alguma importancia na resposta do hospedeiro na TB em humanos (Flech & Kaufmann 1987,
Chan &Flynn 1999).

As células dendriticas também sdo capazes de fagocitar o bacilo, e em seguida passam
por um processo de maturacdo que envolve a expressdao de moléculas co-estimulatorias
(CD40, CD80 e CD86), moléculas de adesdo e receptores para quimiocinas, principalmente
para o CCR7, permitindo a sua migracao para o linfonodo drenante (Bhatt et al. 2004,
Buettner et al. 2005). Neste local, elas apresentam os antigenos micobacterianos aos linfocitos
T CD4" e CDS8" virgens, que se ativam, proliferam, diferenciam-se em linfocitos efetores e
migram de volta ao sitio da inflamagdo para exercerem suas fungdes efetoras (Cella et al.
1996, Serbina et al. 2001, Tufariello et al. 2003).

Apds o processamento do bacilo, macrofagos e células dendriticas apresentam os
peptideos resultantes complexados aos MHCs de classe I e II aos linfocitos T CD8" e T CD4",
respectivamente (Flynn & Chan 2001). Ao mesmo tempo, secretam citocinas como a IL-12
que estimula os linfécitos T(ap) CD4", CD8" e células NK a secretarem IFN-y, principal
indutor da produc¢dao de NO e de RNI responsaveis pela destrui¢do do bacilo (Ding et al.
1998). Camundongos BALB/C tratados com IL-12 antes do desafio com Mtb, apresentaram
aumento na sobrevida e carga bacteriana reduzida (Flynn et al. 1995). Criancas com
receptores defeituosos para IFN- y e IL-12 s3o mais susceptiveis a doencas micobacterianas

(Jouanguy et al. 1999, Alcais et al. 2005). Este perfil de citocinas (IL-12, IFN-y) chamado de



Thl (do inglés, helper, efetora) ¢ o principal responsavel pela resposta protetora a infecgao
por Mtb (Flynn & Chan 2001).

Os linfécitos T CD4" sdo as principais células envolvidas na ativagdo dos macroéfagos,
pela produgdo de IFN-y (Thl) que juntamente com o TNF-a potencializa a agdo microbicida
dos macrofagos (Kaufmann 2002). Experimentos com camundongos depletados de linfocitos
T CD4" demonstram a importancia destas células na resposta a infecgio pelo Mtb (Muller et
al. 1987). Em um modelo murino de TBL, a deplecio de linfocitos T CD4" resultou na rapida
reativacdo da doenga, apesar da presenca de IFN-y e da enzima iNOS (Scanga et al. 2000).
Pessoas com prova tuberculinica positiva (PT+), co-infectados com o HIV, apresentam
chances aumentadas tanto de desenvolver quanto de reativar a TB, quando os niveis de
linfécitos T CD4" diminuem no sangue periférico (Selwyn et al. 1989). Em primatas
infectados com SIV (simian immunodeficiency virus), a redu¢do nos niveis de linfocitos T
CD4" foi associada ao tempo para reativagdo de TBL (Diedrich et al. 2010).

O linfécito T CD8" é outra célula envolvida na resposta a infecgdo por Mtb. Os T
CDS8" podem secretar IFN-y, TNF-qa, e promover agio citotoxica sobre a célula infectada
através da liberacdo de granulos contendo perforina, granzima e granulosina (Collins &
Kaufman 2001), ou ainda induzir apoptose nessa célula via CD95-CD123 (Brookes et al.
2003). Camundongos infectados que apresentavam moléculas de MHC-I defeituosas tinham
maior carga bacteriana do que os animais controle (Lazarevic & Flynn 2002). Existe ainda um
subtipo de linfocito T CD8" capaz de reconhecer lipideos e/ou glicolipideos apresentados pela
molécula CD1 presentes na maioria das células apresentadoras de antigeno (Rosat et al.
1999). A reativagdo de infec¢do latente apos deplecdo de linfocitos T CD8' no modelo de
TBL de Cornell sugere que a presenga destas células pode ter um papel no controle da
infec¢do latente (Van Pinxteren et al. 2000).

Outro tipo de linfocito T mais raro € o linfocito T yd. Eles representam menos de 5%
dos linfocitos sanguineos em homens e camundongos (Janis et al. 1989). Em camundongos,
os linfocitos T 0 sdo os primeiros a chegarem ao sitio de infec¢do e podem produzir algumas
quimiocinas e ainda promover a secrecdo de IL-12 pelas células dendriticas e macrofagos
(Ferrero et al. 2003). Além de produzirem IFN-y e TNF-a, em resposta a IL-23 produzida
pelas células dendriticas, estas células ainda secretam IL-17, citocina proinflamatodria
estimuladora de neutroéfilos, sugerindo papel importante na resisténcia nos estagio iniciais da

infec¢do (Lockhart et al. 2006). A especificidade antigénica dos linfocitos Tyd ainda ndo esta



esclarecida, entretanto em humanos e primatas elas parecem reconhecer fosfoantigenos, sendo
capazes inclusive de induzir memoria (Shen et al. 2002, Chen 2005).

Os linfocitos B também estao presentes no sitio de infec¢ao (Tsai et al. 2006). Eles sao
ativados principalmente no linfonodo drenante por linfocitos T primados por células
dendriticas maduras, ativando-as tanto pela secre¢ao de IL-2, IL-4 e IL-5, quanto pelo contato
intercelular direto (Clark et al. 1992). O contato ocorre pela interagdo entre a molécula CD40
presente no linfocito B e CD40-Ligante, presente no linfocito T, sendo fundamental para a
completa ativagdo do linfocito B (Noelle et al. 1992). Estudos recentes in vVivo sugerem que o
linfocito B também pode reconhecer antigenos e ser ativado diretamente, sem interacdo com
outras cé¢lulas (Pape et al. 2007). Apds ativagdo o linfocito B gera clones de memoria e outro
de plasmocitos produtores de anticorpos (McHeyzer-Williams et al. 2005). Além de células
apresentadora de antigeno (Maglione & Chan 2009), outras fun¢des vém sendo associadas aos
linfocitos B, como a de regulador dos linfocitos T pela producdo de IL-10 (Mizoguchi &
Bhan 2006), juntamente com estudos mostrando o aumento desta citocina em modelos
murinos deficientes em linfocitos B (Maglione et al. 2007, Junqueira-Kipnis et al. 2005).

O sucesso ou fracasso do estabelecimento da resposta imune protetora pode levar ao
controle da infeccdo e o subsequente estado de laténcia (mesmo que momentianeo), ou ao
desenvolvimento da doenga. A TB ativa foi inicialmente associada a um desequilibrio entre a
resposta protetora Thl, caracterizada pela producdo de IL-12 e IFN-y, e a resposta imune do
do tipo Th2, caracterizada pela presenca de IL-4 e IL-5 (Mosmann et al 1986, Glimcher &
Murphy 2000). No entanto, o desenvolvimento da doen¢a mostrou-se mais complexo e indo
além do paradigma Th1/Th2 (Kidd 2003). Ha ainda a participacao da resposta do tipo Th 17,
caracterizada pela producao de citocinas proinflamatérias como a IL-17, associada a migragao
de neutréfilos (Lan et al. 2003, Kolls & Lindén 2004). Pacientes com TB apresentaram
porcentagem maior de linfocitos T yo produtores de IL-17 do que controles saudaveis (Peng et
al 2008). Além disso, ha a resposta reguladora (Tr), caracterizada pela produgdo de citocinas
como a IL-10 e TGF-B, que tenta minimizar as injarias teciduais causadas pela resposta
inflamatoria (Hougardy et al. 2007). Alguns estudos sugerem que estas células contribuam
para a supressdo da resposta protetora Thl, visto que esta populagdo aparece aumentada em
pacientes com a doenga ativa (Guyot-Revol et al. 2006, Chen et al. 2007).

A migracao de células sanguineas para o sitio da infeccdo acontece em funcao da

secre¢cdo de citocinas e quimiocinas proinflamatérias, como IL-1, IL-6, IL-8, MIP-1, e



principalmente TNF-a, pelos macrofagos e células dendriticas enquanto processam o bacilo
(Dannenberg 1993). O TNF-a influencia ainda a expressdo de moléculas de adesdo (Windish
et al. 2009), de outras citocinas (Algood et al. 2004), além de promover a vasodilatagdo.
Adicionalmente ao TNF-a, a IL-1 organiza a formag¢ao do granuloma na tentativa de
isolamento do macrofago infectado pelo Mtb, induzem a resposta inflamatdria e efeitos
citotoxicos (Flesch & Kaufman 1993, Wang & Kuo 2001). A IL-6 estd associada a
estimulagdao da hematopoese e dos linfocitos B a se diferenciarem em plasmocitos secretores
de anticorpos (Flesch & Kaufman 1993). A IL-8 ¢ um potente quimioatraente de
polimorfonucleares (PMN) e pode ser produzido por pneumécitos do tipo II, contribuindo no
processo inflamatdrio em resposta ao estimulo micobacteriano (Wickremasinghe et al. 1999).
A proteina inflamatéria de macrofago 1 (MIP-1), também ¢ uma quimiocina que recruta
PMNs para o local da infec¢do (Castella 1995, Faldt et al. 2002). Além do recrutamento de
células essas citocinas e quimiocinas, também produzidas por PMNs, aumentam a expressao
das moléculas de adesdo (Ridel & Kaufman 1997, Pokkali et al. 2009).

A mobilizacdo das células sanguineas culminard no isolamento do macrofago
infectado, levando a formacdo do granuloma, limitando a inflamac¢do a um sitio especifico e
impedindo a sua disseminagdo (Algood et al. 2005). O granuloma ¢ local de interagdes
intensas e dinamicas entre macrofagos, células dendriticas e linfécitos T, constituindo uma
estrutura bem organizada (Tsai et al. 2006). Com a evolucao da resposta imune os macréfagos
atingem varios estagios de diferenciacgdo, incluindo células gigantes multinucleadas, células
epitelidides e de macrofagos espumosos, assim chamados por conter concentragdes altas de
residuos lipidicos, derivados da destruicao das células infectadas (Ordway et al. 2005, Peyron
et al. 2008). Em humanos, a necrose caseosa gerada por essa intensa resposta ao bacilo ¢
centralizada, sendo circundada por macrofago e linfocitos T. Existe também a formacdo de
agregados de células B, situados na periferia dos granulomas, proximos aos linfocitos T e
outros macrofagos que envolvem a necrose, randomicamente distribuidos (Tsai et al. 2006). E
controverso se a transicdo do granuloma solido para necrose caseosa representaria a
progressdo da doenca (Canetti 1959) ou se seria uma consequéncia necessaria a resposta
imune que conteve e destruiu o bacilo (Canetti 1955).

Em camundongos, estudos imunohistoquimicos revelaram que os linfécitos T (CD3",
CD4" e CD8"), neutréfilos e células dendriticas ndo estabelecem um padrio de localizagdo no

granuloma, que as células B formam agregados bem organizados cercados por macrofagos, e



que as células gigantes multinucleadas estdo ausentes, bem como a necrose caseosa ao centro.
Polimorfonucleares como os neutrofilos também estdo presentes (Gonzalez-Juarrero et al.
2001, Ulrichs et al. 2004).

Os processos utilizados pelas células para o seu desenvolvimento e homeostasia, como
a apoptose ¢ autofagia, vem sendo explorados também como mecanismos de defesa do
hospedeiro (Bocchino et al. 2005; Deretic & Levine 2009; Behar et al. 2011). A apoptose € a
morte programada da célula infectada, que induz a formagdo de vesiculas contendo os
destrocos celulares (corpos apoptoticos) removidos por outras células com preservagao das
células sadias e dos tecidos adjacentes (Steller 1995, Thompson 1995). A autofagia ¢ o
mecanismo pelo qual a célula promove a renovagao de suas organelas e pode também regular
outras fungdes celulares (Deretic & Levine 2009). Conquanto a necrose caseosa seja um fato,
sabe-se que o Mtb também utiliza estes mecanismos para sua sobrevivéncia, uma vez que foi
mostrado que o gene eis do Mtb (do inglés, enhaced intracelullar suvival — sobreviéncia
intracelular melhorada) ¢ capaz de regular a autofagia no macréfago por uma via dependente
de reativos do oxigénio (Shin et al. 2010). Adicionalmente o Mtb pode bloquear a apoptose
(Rojas et al. 2000), e favorecer o desenvolvimento de necrose (Abebe et al. 2011).

O desenvolvimento de lesdes granulomatosas distintas em individuos expostos ao
contato com Mtb que montaram resposta imune diferentes, sugere que o granuloma formado
pode induzir a eliminagdo do bacilo ou a sua persisténcia (Young et al. 2009, Ulrichs et al.
2005). Estudos com macacos cynomologus infectados, reproduzindo as caracteristicas
clinicas da TB latente em humanos, evidenciaram a formacao de pelo menos dois tipos de
granuloma num mesmo animal (Barry III et al. 2009). O tipo considerado classico por estudos
histopatologicos era o caracterizado pela necrose caseosa central composta
macrofagos/fagocitos mortos, ou contendo Mtb em condi¢gdes de hipdxia, por macréfagos e
neutrdfilos periféricos a necrose, cercados por fibroblastos (Via et al. 2008, Barry III et al.
2009). O outro tipo de granuloma era composto quase exclusivamente por fibroblastos que
circundavam pouquissimos macrofagos (Barry 111 et al. 2009).

Com base na hipdtese da infeccdo ser dindmica na TBL, (Cardona 2009) a
sobrevivéncia do bacilo depende da sua habilidade em promover a formagao de novos focos
de infeccao e consequentemente novos granulomas. A principal contribuicdo deste modelo
seria a possivel evolu¢do do granuloma do estado de laténcia para a doenga ativa. Neste

modelo alguns bacilos estariam no estado replicativo, induzindo uma forte resposta



inflamatoria que recrutaria macréfagos e neutrdfilos para o sitio de infecgdo, enquanto outros
bacilos entrariam em estado de quiescéncia. Durante o desencadeamento do processo
inflamatério cronico, os bacilos dormentes seriam fagocitados pelos macréfagos espumosos
juntamente com os debris celulares, ricos em acidos graxos e colesterol, derivados das
membranas celulares. O bacilo fagocitado pelo macréfago espumoso nao seria destruido, e tdo
pouco se replicaria, e poderia ser drenado para outras regides do parénquima pulmonar, dando
inicio a nova infeccdo em outra regido. Esse processo dinamico poderia ocorrer até que o
bacilo (contido no macrofago espumoso) alcangasse os lobulos pulmonares superiores, onde
ha concentragdo alta de oxigénio, o que sustentaria um rapido crescimento bacteriano
extracelular, induzindo forte resposta inflamatoria levando a destruicdo celular, liquefagao,
podendo promover cavitacdes (Figura 2).

Os mecanismos imunologicos envolvidos na laténcia ainda permanecem obscuros,
sugerindo que enquanto houver equilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e a baixa

atividade metabolica do Mtb, ndo havera nem estereliza¢do/elimina¢do nem doenga ativa.
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Figura 2. Hipdtese da reinfec¢do endogena dinamica da TBL (adaptado de Cardona 2009).

Comparacdo do modelo de TBL estitico com a hipétese dinamica. Uma vez gerado
granuloma (I), pode haver a disseminagdo para outros bronquios (setas vermelhas) (II). Com o
desenvolvimento da resposta imune especifica ¢ controlada a infec¢do, o bacilo se mantém
quisecente (circulos pequenos) por longos periodos até que o ambiente seja favoravel a sua
replicacdo (circulo grande) (IIT). N hipotese da dinamica, a drenagem constante de bacilos
quiescentes pela arvore bronquica (setas continuas) e também por aerdsios inspirados (setas
tracejadas) podem transportar os bacilos e estes podem gerar novos granulomas (II). Nesse
processo sdo geradas varias lesdes até que o bacilo alcance os 16bulos superiores e consigam

promover lesao com cavitacao (III).



2.3. MECANISMOS DE EVASAO DE Mtb

As estratégias utilizadas pelo bacilo para fugir da resposta imune do hospedeiro e
evitar a sua extingdo sdo conhecidos como mecanismos de evasdao. A TBL poderia ser
entendida como o éxito obtido pelo bacilo na execugao dos mecanismos de evasao.

O Mtb apresenta ja na sua parede celular substancias capazes de inativar a agdo de
radicais livres de oxigénio como o superperdxido dismutase, catalase, peroxidase € o sistema
tioredoxina (Daffé¢ & Ettiene 1999). Tem sido mostrado que LAM de Mtb podem inibir a
proliferacdo de linfocitos T (Sibley et al. 1988), interferindo indiretamente na ativagcdo de
macrofagos pelo IFN-y (Chan et al. 1991). Macrofagos espumosos contendo LAM,
predominantes em TB avancada, foram capazes de, parcialmente, induzir apoptose de
linfocitos TCD4+ através de CD95/CD123 em camundongos BALB/c (Rios-Barrera et al.
2006).

Posteriormente a sua fagocitose o bacilo evita o seu processamento, impedindo: a
acidificacdo do lisossoma pelo uso da bomba de prétons via ATPases (V ATPase) (Crowle et
al. 1991, Sturgill-Koszycki et al. 1994), a maturagdo do fagossoma pela reten¢do da proteina
TACO, e das proteinas Rab5, Rabl4 e GTPaes, na membrana do fagossoma, e a sua
subsequente fusdo com o lisossoma (Kyei et al. 2006, Deretic et al. 1997, Ferrari et al. 1999).
Ha evidéncias de que o reconhecimento de Mtb pelo receptor CR3 do complemento evita a
explosado respiratdria (estresse oxidativo) e bloqueia a maturagao do fagossoma que o contém
(Sturgill-Koszycki et al. 1994). Contudo, o bacilo parece dispor também de genes que
conferem resisténcia ao estresse oxidativo, caso os mesmos sejam ativados, como os genes
noxR1 e noxR3, que quando transferidos a bactérias suscetiveis, as mesmas foram capazes de
sobreviver a este efeito (Ehrt et al. 1997, Ruan et al. 1999).

Estudos in vitro sugerem que o bacilo também ¢é capaz de modular a apresentagdo via
MHC-II. Esta fungdo acontece principalmente pelo sequestro intracelular dos heterodimeros
imaturos que compde o MHC e a inibi¢do de sua expressdo membranar. A glicoproteina de
25-kDa e a lipoproteina de 19-kDa de Mtb estdo envolvidas nestes mecanismos. A agdo da
lipoproteina ¢ dependente do seu reconhecimento via TLR-2 (Wadee et al. 1995, Noss et al.
2001). Também pode ocorrer pela inibi¢do da expressdo génica de IFN-y e do transativador

de classe II (Hmama et al. 1998, Chan et al. 1991, Wojciechowski et al. 1999).



Como ultima tentativa de sobrevivéncia, diante de um microambiente desfavoravel ao
seu crescimento (hipdxia e estresse oxidativo), o Mtb aumenta a expressdo de genes
envolvidos na indu¢do da dorméncia (Wayne & Sramek 1979, Voskuil et al. 2004). Estudos
in vitro mostraram que genes do operon mce (Dunphy et al. 2010) e os reponsaveis por
algumas fosfolipases (Raynaud et al. 2002) estdo associados a persisténcia/sobrevivéncia do
Mtb em células de mamiferos. Também ja foi mostrado que genes que codificam proteinas
envolvidas no metabolismo dos acidos glioxilatos, fonte alternativa de obteng¢do de energia
(Wayne & Lin 1982, Smith et al.2003), e proteinas envolvidas na manutengdo da parede
celular (Hu & Coates 1999, Hu et al. 2006) tem sua expressdo aumentada na fase ndo

replicativa do bacilo.

2.4. ANTIGENOS DE Mtb UTILIZADOS NO DIAGNOSTICO DE TB

Proteinas secretadas além dos componentes da sua parede celular constituem os
principais antigenos de Mtb. Dentre eles, o mais conhecido ¢ o PPD (Seibert 1934). O PPD ¢
utilizado no teste de triagem de infecgdo por Mtb, também conhecido como prova
tuberculinica (PT) (Menzies 1999).

O avanco das técnicas moleculares, como o sequenciamento gendmico, a clonagem,
expressao e purificagdo de proteinas acelerou a identificagdo de novos antigenos de Mtb, a
serem utilizados principalmente em testes de diagndstico de TB (Abebe et al. 2007). Os
antigenos que despertaram maior interesse e tém a sua aplicabilidade mais explorada sdo as
proteinas mais expressas no filtrado de cultura de Mtb submetido a condi¢des de estresse
(Sonneberg & Belisle 1997, Samanich et al. 1998). Dentre outras estdo o complexo antigeno
85 (Ag-85), a malato sintase (GLcB), a MPTS51, e a Hspx. Algumas proteinas identificadas no
filtrado de cultura sdo codificadas pela regido de diferenga RD1 (do inglés, region of
difference 1) do Mtb ausente no M.bovis BCG, M. avium e na maioria das micobacterias
ambientais (Sorensen et al 1995, Andersen et al. 2000), como as proteinas ESAT-6 (do inglés,
early secretory antigen target 6) e CFP-10 (do inglés, culture filtrate protein 10). Além dessas
proteinas os componentes da parede celular do bacilo também tém sido avaliadas quanto a sua
imunogenicidade, como a lipoproteina de 38-kDa e a glicoproteina de 19-kDa.

A maior fracdo das proteinas secretadas pelo Mtb no filtrado de cultura é composta

pelo complexo Ag85, uma familia de proteinas (Ag85A, Ag85B e Ag85C), na qual a fracao



Ag85B (30-kDa, Rv1886¢c) ¢ a predominante, e encontrada ja no terceiro dia da cultura
(Wiker & Harboe 1992, Lim et al.1999). Essas proteinas possuem atividade mycolil
transferase e sdo utilizadas na biosintese do fator corda (trealose dimeticolato), componente
de grande imunogenecidade do Mtb (Belisle et al. 1997). A producao destas proteinas in vitro
também pode ser confirmada pela secrecdo de proteinas do Ag85 por mondcitos humanos
infectados por Mtb (Sable et al. 2007). Titulos de anticorpos anti-Ag85 tém sido em
associados a pacientes sem lesdes cavitarias (Samanich et al. 2001, Sanchez-Rodriguez et al.
2002) e a deteccao das proteinas do complexo Ag-85 também foi proposta para diagnostico de
TB (Kashyap et al. 2007).

A malato sintase (Rv 1837c), também conhecida por GLcB ou MTB81, ¢ uma
proteina de 88-kDa, homologa a GLcB encontrada em Corynebacterium glutamicum e em
Escherichia coli, com atividade enzimatica na via de sintese de glicose-oxalato, catalisando a
assimila¢do de carbono como fonte de energia para o bacilo (Smith et al. 2003), que nao ¢
utilizada por mamiferos. Outra funcdo atribuida a malato sintase ¢ a de adesdo a laminina e
fibronectina das células epiteliais pulmonares pelo seu dominio C terminal (Kinhikar et al.
2006). Essa proteina induz forte resposta humoral em pacientes com TB (Laal et al. 1997;
Almeida et al. 2008), em particular em pacientes com TBP coinfectados com HIV (Samanich
et al. 2000). Corroborando com esta idéia o estudo de Singh e colaboradores sugeriu que a
malato sintase ¢ imunodominante em individuos com TB-HIV negativos e TB-HIV positivos,
sendo que nestes Ultimos os anticorpos anti-GLcB estdo presentes meses antes da
manisfestacdo clinica da doenca (Singh et al. 2005). Além disso, a participacdo da malato
sintase no ciclo da glicose-oxalato ¢ alvo de estudos para desenvolvimento de novos farmacos
anti-Mtb (Florczyk et al 2001; Smith et al. 2003).

A MPT51 (Rv3803c) ¢ uma proteina de 27-kDa, também conhecida como Ag85D,
codificada pelo gene FbpC1 adjacente ao gene FbpA que codifica as proteinas do complexo
Ag85, entretanto nao possui atividade mycolil-transferase daquela familia de proteinas e sua
funcdo esta relacionada “a ligagdo ao tecido do hospedeiro através da fibronectina (Wilson et
al. 2004). Em estudo realizado no centro-oeste brasileiro, a dosagem de anticorpos contra as
proteinas MPTS51 conseguiu distinguir pacientes com TBP de pacientes com hanseniase e de
controles saudaveis (Almeida et al. 2008). Singh e colaboradores mostraram que pacientes
com TB coinfectados com HIV ja apresentaram anticorpos anti-MPT51 quando a TB

encontrava-se na fase subclinica (Singh et al. 2005).



A Hspx (Rv2031c) é uma proteina de 16-kDa expressa em altas concentracdes
quando o bacilo encontra um ambiente hostil no hospedeiro, como a privagdo de oxigénio,
nutrientes, baixo pH e acimulo de radicais livres, localizada no citosol e especifica do
complexo Mtb (Wayne 1994, O’Toole et al. 2003). Foi mostrado também que a Hspx pode
funcionar como uma chaperonina, auxiliando na manuten¢do da conformacdo final das
proteinas recém formadas (Qamra et al. 2005). Estudos in vitro mostraram que a dele¢do do
gene que codifica esta proteina impede que a bactéria diminua o ritmo de crescimento,
sugerindo que ela esteja relacionada a capacidade do bacilo de se manter num estado nao
replicativo, associado a TBL (Hu et al. 2006). Varios estudos corroboram com esta idéia e
sugerem que a presenga de anticorpos anti-Hspx esteja correlacionada com a fase subclinica
(latente) de TB (Beck et al. 2005, Davidow et al. 2005, Demissie et a. 2006, Rabahi et al.
2007).

As proteinas ESAT-6 de 6-kDa (Rv3875) e CFP-10 de 10-kDa (Rv3874) sdo
expressas logo apos a infecgdo pelo Mtb (Andersen et at. 2000). A regido RD1 que codifica
essas proteinas também esta relacionada a viruléncia do bacilo, o que pode explicar a grande
capacidade imunogénica da ESAT-6 e da CFP-10 (Brodin et al. 2005). Testes de diagndstico
de TB foram propostos com base na produgdo de IFN-y pelas células do sangue periférico
apos estimulagdo com ESAT-6 ¢ CFP-10, justamente pela auséncia da regido RD1 no BCG
(Barnes 2004, Mori et al. 2004), conferindo maior especificidade ao teste. Ambas estdo
associadas a resposta imune protetora em modelos animais e além de serem reconhecidas por
anticorpos do soro de pacientes com TB (Kanaujia et al. 2003, Wu et al. 2010). Foi proposto o
uso de ESAT-6 e CFP-10 em teste intradérmico para identificacdo de infec¢do latente pelo
Mtb em modelo animal (Weldingh & Andersen 2008), entretanto Demissie e colaboradores
sugeriram que o ESAT-6 seria bom marcador de progressdo da doenga e o Hspx seria
especifico para portadores de infeccao latente por Mtb (Demissie et al. 2006).

A lipoproteina de 38-kDa (Rv 0934), também conhecida como antigeno 5, esta
exposta na superficie do bacilo e est4 relacionada ao transporte de fosfato. O antigeno de 38-
kDa foi utilizado no desenvolvimento de varios testes de diagnostico disponiveis
comercialmente, tanto para identificacdo de TBP quanto das formas extrapulmonares (Harboe
& Wiker 1992). Sua associagdo com outros antigenos também foi proposta na deteccao de
anticorpos especificos em pacientes com TB coinfectados com HIV (Thybo et al. 1995,

Wilkinson et al. 1997, Ramalingam et al. 2003). Entretanto sua especificidade e sensibilidade



em pacientes de TB com baciloscopia negativa ¢ baixa, variando também de acordo com a
populagdo estudada (Wilkinson et al. 1997, Cole et al. 1996, Lodes et al. 2001, Demkow et al.
2004).

A lipoproteina de 19-kDa (Rv3763) também esta exposta na superficie do bacilo,
entretanto alguns componentes do complexo Mtb ndo expressam essa proteina (Lathigra et al.
1996) e alguns estudos sugeriram que ela ndo ¢ essencial para crescimento e viruléncia do
bacilo (Mahenthiralingam et al. 1998, Yeremeev et al. 2000). A lipoproteina de 19-kDa se
mostrou imunogénica e ¢ reconhecida pelo soro de pacientes com TB (Greenaway et al. 2005,
Jackett et al. 1988), apresentando correlag@o inversa entre o titulo de anticorpos anti-19-kDa e

o numero de lesdes nos pulmdes dos pacientes (Bothamley et al. 1992).

2.5. DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE ATIVA E LATENTE

A rotina médica para diagnostico da TB inclui os exames clinico, radiologico e
laboratorial. A identificacdo do agente etioldogico em espécimes do trato respiratdrio inferior
(TBP) ou de outros sitios de infec¢do (TB extrapulmonar) constitui a base do diagndstico
laboratorial da TB. A pesquisa de bacilo acool acido resistente (BAAR) no escarro, chamada
de baciloscopia, e a radiografia de torax sao os primeiros a serem solicitados. A broncoscopia,
recomendada para os individuos que nao apresentam expectoracao espontinea, € a cultura de
espécimes biologicos, especialmente do escarro, podem também ser utilizadas no diagndstico
da TB (Comissao de Tuberculose da SBPT, 2009). A baciloscopia (BAAR) e a cultura em
meio Loweinsten-Jensen de escarro de individuos sintomaticos ainda sdo considerados testes
padrao ouro no diagnostico, especialmente em paises em desenvolvimento (Waard & Robledo
2007).

A baciloscopia apresenta baixo custo e relativa rapidez na emissdo do resultado,
entretanto a sua sensibilidade ¢ muito variavel (50-80%), podendo comprometer o diagndstico
em individuos com baixa carga bacilar que frequentemente apresentam resultado negativo
(Steingart et al. 2006). No Brasil a técnica de coloracdo utilizada na baciloscopia ¢ a de Ziehl-
Neelsen. Outro tipo de coloragdo ¢ a com auramina, que apresenta acuracia semelhante a do
Ziehl-Neelsen e com tempo de leitura menor, entretanto necessita de técnicos treinados e tem
custo mais elevado, sendo recomendada em laboratérios que processem de 30-50 amostras

por dia (Comissao de Tuberculose da SBPT, 2009). O teste de cultura se mostra mais sensivel



e especifico, conseguindo detectar o bacilo mesmo em pacientes paucibacilares, entretanto o
longo tempo exigido para sua realizacdo (3-4 semanas em meio solido e 10-14 dias em meio
liquido) constitui sua grande desvantagem (Dorman 2010).

A PT ¢ ferramenta auxiliar no diagnostico da TB. Consiste na avaliacdo da resposta
imune mediada por células na forma de hipersensibilidade tardia em resposta ao derivado
protéico purificado (PPD) de cultura do complexo Mtb aplicado intradermicamente.
Recentemente foi mostrado que a maioria das células colhidas em biopsia de pele apds
estimulagdo intradérmica eram linfocitos apresentando um fenotipo de células
primadas/memoéria (CD45RA°, CD45RO"), sustentando o principio utilizado pela PT
(Vukmanovic-Stejic et al. 2008).

Virias sdo as limitagdes da PT: baixa especificidade em paises onde ha a vacinacdo
com o BCG e a exposi¢dao a micobactérias ambientais; baixa sensibilidade em individuos em
condi¢des de imunodepressao (HIV positivos, desnutridos, doenga autoimune); variabilidade
na interpretacdo do resultado (dependente de técnicos treinados); e exige uma segunda visita
do individuo testado para a realizagao da leitura do teste (Pai et al. 2004).

A PT ¢ amplamente utilizada na triagem de TBL em individuos expostos a infeccao
como os contatos de pacientes com doenga ativa e trabalhadores da area da saude, nos quais ¢
sugerida a avaliacdao regular do risco de infec¢do para controle de TB ocupacional (Kritski
1993). Este controle ¢ realizado pelo tratamento profilatico dos individuos. Em conseqiiéncia
disso, surgiram peculiaridades na interpreta¢do do teste, como os efeitos booster e conversao
(Menzies 1999), uma vez que os candidatos ao tratamento sdo aqueles que convertem a PT. A
associagdo entre os fendmenos booster ou conversao ¢ desenvolvimento de TB ativa ainda
precisa ser elucidado, mas acredita-se que individuos recém infectados (conversdao
tuberculinica) t€ém chances aumentadas de se tornarem pacientes nos dois anos subseqiientes a
infeccdo por Mtb (AMS 2000). O efeito booster se refere a um chamado a memoria da
resposta imune especifica (segundo teste realizado em 4 semanas) em individuos prévia ou
remotamente expostos a antigenos micobacterianos, apos um primeiro teste (Thompson et al.
1979). A conversdo tuberculinica se refere a um aumento na induragdo cutanea no segundo
teste (realizado apds 6 semanas até um ano) provavelmente em funcdo de uma infecgdo
recente apds um primeiro teste negativo. A distingdo entre os dois fendmenos pode ser

complicada, e além do intervalo de tempo entre os testes, o do status da vacinagdo com BCG,



os aspectos clinicos também devem ser considerados para que a interpretagdo seja fidedigna
(Menzies 1999).

A ocorréncia destes fenomenos varia com a populagdo em questdo. Em um estudo
conduzido pelo CDC (Center for Disease Control and Prevention) americano com
trabalhadores da area da satide taxas de booster de 0 a 9.7% foram encontradas (Sepkowitz et
al. 1997). Estudos realizados no Brasil mostraram que nos trabalhadores brasileiros esta taxa
variou de 5.8 - 8.4% (Muzy de Souza et al. 1998, Silva et al. 2001, Teixeira et al. 2008).
Também no Brasil, um estudo em uma coorte de contatos de pacientes com TBP constatou a
ocorréncia do efeito booster em 6% da populagdo estudada (Salles et al. 2007).

A conversdao tuberculinica foi detectada em 3.9% dos individuos de um hospital
universitario da cidade do Rio de Janeiro e em 6% dos contatos de uma coorte de contatos de
pacientes com TBP também naquela cidade (Silva et al. 2002, Cailleaux-Cezar et al. 2009).
Em paises com alta taxa de incidéncia de TB, como Unganda, foi encontrada taxa de
conversao de 27% dentre contatos de pacientes com a doenga ativa (Whalen et al. 20006).
Apesar de todas as intercorréncias que envolvem a PT, ela ainda ¢ utilizada, especialmente em
paises em desenvolvimento. Uma adaptacdo na técnica substituindo o PPD pelos antigenos
ESAT-6 e CFP-10, foi proposta para melhor diagnéstico da TBL em humanos (Aggerbeck &
Madsen 2006, Bergsted et al. 2010).

Os ensaios para diagnéstico de TB baseados na resposta imune contra o Mtb vém
sendo propostos em substitui¢do ao de deteccdo da micobactéria que € a base do teste em uso
(baciloscopia). Estes testes apresentam vantagens como uma maior rapidez e simplicidade na
obtenc¢do dos resultados em compara¢dao a microscopia.

Um dos testes imunologicos propostos para diagndstico de TB, que se baseia na
imunidade celular, ¢ o chamado IGRA (do inglés Interferon-gamma relase assay). Este teste
quantifica a producdo de IFN-y por células T sensibilizadas com antigenos do Mtb. Dois tipos
de IGRA estao disponiveis comercialmente: o QuantiFERON TB Gold, (Cellestis Ltd,
Carnegie, Australia) e o T-SPOT.TB (Oxford Immunotech, Abingdon,UK). Ambos utilizam
os antigenos ESAT-6 e CFP-10 como estimulo para as células produzirem IFN-y, mas as
técnicas em que se baseiam sdo diferentes, o ELISA e ELISpot respectivamente. Uma nova
versao do QuantiFERON TB foi desenvolvida, e uma das melhorias técnicas foi a adi¢ao do

antigeno TB 7.7, também codificado pela regido RD1 ausente no M.bovis BCG, passando a



se chamar entdo QuantiFERON-TB Gold IT, também disponivel comercialmente (Pai et al.
2004).

O desempenho destes IGRAs tem sugerido que eles possuem maior sensibilidade que
a PT (Pai et al. 2008, Al-Orainley 2009). Entretanto, o custo destes testes ¢ muito alto, cerca
de $30-40 dolares cada (Al-Orainley 2009), ¢ a maioria dos estudos sobre sua aplicabilidade
foi realizado em paises de baixa incidéncia de TB (Pai et al. 2008, Al-Orainley 2009). Dheda
e colaboradores mostraram que os IGRAS em areas cobertas pelo BCG e de alta incidéncia de
TB apresentam sensibilidade reduzida e acabam tendo desempenho semelhante a PT, que tem
um custo muito menor (Dheda et al. 2009).

A deteccdo de anticorpos contra antigenos de Mtb constitui a base de outro tipo de
teste imunologico (Beck et al. 2005, Davidow et al. 2005, Demissie et al. 2007, Rabahi et al.
2007, Senol et al. 2007, Abebe et al. 2007). A técnica mais utilizada nestes testes, também
chamados sorologicos, ¢ a do ensaio imunoenzimatico (do inglés, enzyme linked
immunosorbent assay — ELISA (Safi 2010). Os antigenos utilizados nos testes sorologicos sao
associados as fases da doenga, bem como os perfis sorologicos especificos associados a eles
(Davidow et al. 2005, Demissie et al. 2006, Rabahi et al. 2007, Sartain et al. 2006).

Uma recente metanalise que avaliou o desempenho de testes para diagndstico de TB
disponiveis comercialmente revelou que a associacdo de antigenos contribui para a acuracia
do teste, a sensibilidade varia com o status da baciloscopia do paciente e que ndo hé estudos
suficientes para determinar a acurdcia dos testes disponiveis em criangas e individuos
imunodeprimidos (Steingart et al. 2007), e talvez por estas razdes ainda ndo tenham indicagao
de uso clinico. Contudo, os testes sorologicos apresentam vantagens como rapidez na
obtenc¢do do resultado, o baixo custo, e o fato de ndo exigir c€lulas vivas (como nos ensaios
baseados na imunidade celular) que ainda os fazem fortes candidatos ao €xito no diagndstico
da TB, especialmente em paises em desenvolvimento (Abebe et al. 2007).

A identificacdo da TBL ¢ feita pela PT até os dias atuais, entretanto o seu resultado
pode sofrer interferéncia da exposicao a micobactérias ambientais (Pai et al. 2004), e em area
de incidéncia de hanseniase, da exposi¢ao ao Mycobacterium leprae (Dupre et al. 1990, Silva
et al. 2009). A influéncia da vacina BCG ¢ moderada e tem duracdo de poucos anos apos sua
administracdo (Wang et al. 2002). A substituigdo da PT pelos IGRA tem sido proposta,

especialmente na triagem de individuos com doengas autoimunes em uso de bloqueadores de



TNF-a (Hyrich et al. 2004, Villiger et al. 2009). O desempenho obtido pelo IGRA na
identificacdo de TBL ¢ semelhante ao obtido no diagnodstico de TB ativa.

Ambos os testes, PT e IGRA, ndo sdo capazes de diferenciar entre doenca ativa e
latente. Os testes soroldgicos para diagnostico de TB ainda nao foram amplamente estudados
para sua aplicacdo na fase latente da doenca, entretanto evidéncias de que individuos
infectados latentes apresentam anticorpos especificos para alguns antigenos de Mtb
associados a fase latente, como o Hspx (Demissie et al. 2006, Davidow et al. 2005, Rabahi et

al 2007) sugerem que este € um campo a ser explorado.



3. JUSTIFICATIVA

A tuberculose (TB) permanece até os dias atuais como um problema de saude publica.
A OMS estima que um ter¢o da populagdo mundial esteja infectado por Mtb. O Brasil ¢
considerado area endémica de TB, e apesar da taxa de incidéncia em 2007 ter caido em
relacdo a 2005, ainda apresenta 38.2 casos a cada 100.000 habitantes (SVS 2009). Atualmente
um dos principais desafios no controle da tuberculose ¢ a identificagdo dos portadores
latentes.

Cerca de 2-5% dos individuos infectados latentes pode desenvolver TB ativa apos
supressao do sistema imune (Dye et al. 1999). Os individuos que tém chances aumentadas de
se tornaren latentes sdo, por exemplo, os contatos de pacientes com doenca ativa,
trabalhadores da area da satide (AMS 2000, Hyrich e al. 2004). A identificacdo de quais
individuos com TBL (tuberculose latente) teriam chances maiores de evoluir para doenga
ativa permitiria uma intervengao especifica neste grupo com possivel impacto no controle de
TB, ja que o desenvolvimento desta doenga ocorre principalmente nos dois anos subsequentes
a infeccao (AMS 2000).

O teste utilizado para o diagnodstico de TBL ainda ¢ a PT, que ndo distingue infec¢ao
recente e antiga, tdo pouco funciona em individuos em uso de imunossupressores, portanto a
validacdo de um teste de triagem que fosse de baixo custo, rapido, de simples realizagao,
reprodutivel e capaz de identificar a TBL recente nestes individuos teria grande importancia
para satude publica.

A técnica de ELISA apresenta parametros de sensibilidade e especificidade
relativamente superiores quando comparados com a PT. A determinagdo dos niveis de IgM e
IgG de individuos com tuberculose latente pode fornecer dados importantes que identifiquem
a infecc¢do pelo Mtb em estagio mais precoce, podendo dessa forma discriminar pacientes TB
ativos de TB latente e assim contribuir para a prevengdo da doenca. Portanto, a identificagdo e
o tratamento de pacientes com TBL recente preservariam a saude do individuo e protegeriam
a populacado, eliminando uma fonte potencial de disseminagao da doenga (Jasmer et al. 2002).

Anteriormente nosso grupo de pesquisa mostrou que trabalhadores da area da satide
recém infectados (convertidos) por Mtb apresentaram niveis de IgM anti-Hspx aumentados

em relagdo aos trabalhadores ndo infectados e aos infectados latente (PT positiva) (Rabahi et



al. 2007). Este resultado nos motivou a testar a acurdcia deste ELISA em uma populagio de
risco (contatos de pacientes com TBP ativa).

Esta tese ¢ parte de um projeto maior que objetiva contribuir para o conhecimento
sobre a TB, e o grupo de pesquisa que a desenvolveu faz parte da Rede Brasileira de Pesquisa
em TB, entidade voltada ao desenvolvimento de conhecimento e tecnologia sobre
tuberculose. A identificacdo da resposta imune humoral de pacientes (Almeida et al. 2008,
Araujo-Filho et al. 2008), e de individuos mais expostos ao risco de infecgao (Rabahi et al.

2007, Reis et al. 2009, Silva et al. 2010) sdo algumas das contribuigdes oferecidas por este
grupo.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral:

Identificar fatores epidemiologicos envolvidos na infeccdo por Mtb e analisar a resposta
imune humoral contra Hspx de Mtb através do ensaio imunoenzimatico (ELISA) em contatos

de pacientes com tuberculose pulmonar (TBP).

4.2. Objetivos especificos:

- Identificar a infec¢do por Mtb nos contatos utilizando a PT;

- Avaliar os fatores epidemioldgicos associados a infecgdo por Mtb;

- Acompanhar durante um ano os contatos dos pacientes para detectar infeccdo por Mtb e o
desenvolvimento ou ndo de doenca ativa;

- Quantificar os niveis plasmaticos de anticorpos IgM e IgG contra o Hspx nos contatos;

- Validar a técnica de ELISA para uso como teste de triagem de individuos com chances

aumentadas de adoecimento dentre contatos recém infectados de pacientes com TBP;



5. METODOS

5.1. POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional longitudinal de contatos de pacientes com
tuberculose pulmonar. Os critérios de inclusdo foram: a) para os pacientes: diagndstico de
tuberculose pulmonar (TBP) - sintomatologia caracteristica, radiografia de térax sugestiva de
TB e baciloscopia positiva (escarro/liquido bronco-alveolar) — realizado pela equipe médica
nos Centros de Assisténcia Integral a Saude (CAIS) da regido metropolitana de Goidnia; b)
para os contatos: individuos residentes no mesmo domicilio (ou lote), freqiientadores
assiduous (no minimo trés visitas semanais) e empregados domésticos do domicilio do
paciente, de qualquer sexo ou idade. Os participantes assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido, ¢ os individuos menores de 18 anos foram incluidos mediante autorizagao
de seus responsaveis. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goids (protocolo nimero 161/07).

Pacientes e contatos foram recrutados nos CAIS da regido metropolitana de Goiania.
Ciente do diagnostico e depois de consultar os contatos, os pacientes autorizaram a visita do
pesquisador. As visitas do pesquisador ocorreram nos seguintes momentos: ao diagndstico do
caso indice, 4 semanas, 12 semanas, 6 meses € 1 ano apds o diagndstico, nos quais foram
realizados a aplicagdo de questiondrio e a prova tuberculinica (PT). O status da vacinacao
com BCG foi feito pela presenca de cicatriz vacinal no brago direito do individuo.

Os individuos PT negativos foram submetidos a novo teste (apo6s 4 semanas do
diagnostico, 12 semanas, 6 meses ¢ 1 ano) até que fosse detectada mudanga no resultado ou
completado um ano. Para as familias nas quais todos os contatos foram PT positivos no
momento do diagndstico, o acompanhamento foi feito por telefone. Todos os contatos a
medida que recebiam um resultado positivo para a PT foram orientados a procurar a equipe
médica responsavel pelo paciente indice para avaliacdo da necessidade de um tratamento

preventivo.



5.2. PROVA TUBERCULINICA

Foram aplicados intradermicamente no antebrago esquerdo 100 ul de PPD RT 23 (2
UT)(Copenhagen, Dinamarca) e a leitura da induracdo cutanea realizada 72 horas apds a
aplicagdo. O  resultado  foi  interpretado de  acordo com  parametros
adotados pelo Ministério da Saude (Comissdo de Tuberculose da SBPT, 2009). Induracao
cutdnea com didmetro de 0 a 4 mm ¢ considerado como ndo reator (PT negativa), com
diametro de 5 a 9 mm ¢ considerado reator fraco e com didmetro maior ou igual a 10 mm,
reator forte (ambos considerados PT positiva). O efeito booster foi considerado uma PT
positiva (> 10 mm) com um aumento de pelo menos 6 mm em relagdo ao teste anterior,
avaliado na quarta semana de acompanhamento. A Conversdo tuberculinica foi considerada
uma PT positiva (> 10 mm) com um aumento de pelo menos 10 mm ou mais em relagdo ao
primeiro teste (diagnostico), avaliado na quarta ou décima segunda semanas, 6 meses ou em 1

ano (Menzies 1999, Teixeira et al. 2008).
5.3. ELISA

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo heparina (BD
Vacuitaner®). O plasma separado, aliquotado e congelado a -20°C até o momento da
realizacdo dos ensaios (cego). Foi utilizado o antigeno protéico recombinante, Hspx de Mtb
(Rv 2031c) produzido pelo nosso laboratorio como publicado anteriormente (Sonenberg &
Belisle 1997). Adsorveu-se o antigeno rHspx em placas de poliestireno (50ul/pogo - 2,5ng/ml
— Corning Incorporated, USA) em tampio carbonato-bicarbonato pH 9.6 por 18 horas a 4°C.
Fez-se o bloqueio pela adicdo de 100 pl de tampao carbonato bicarbonato e leite desnatado a
1% a 37°C por 2 horas. As placas foram lavadas uma vez com tampdo PBS e em seguida
adicionado o plasma teste diluido em PBS leite desnatado a 0,05%, a 1/40 (IgM) e 1/100
(IgG), e incubadas por 18 h a 4°C. Posteriormente as placas foram lavadas com tamp3o PBS-
Tween 20 a 0,5% por seis vezes. Foi entdo adicionado o anti-IgM ou IgG humana (Sigma)
marcado com peroxidase diluido em tampao PBS leite desnatado a 0,05%, a 1/2500 e a

1/10.000, respectivamente, e incubado por 1 hora a 37°C. Novamente procedeu-se a lavagem



com PBS-Tween 20 a 0,5% por seis vezes. Adicionou-se em seguida 50 pl de substrato
cromoégeno (tampao citrato pH 4,5, orto-fenilenodiamina (OPD) (5pg/ml) e 4gua oxigenada
30 volumes) e incubou-se 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente. Finalizou-se
a reacdo pela adicdo de 4acido sulfurico (H,SOs 4N) e procedeu-se a leitura em
espectrofotometro (Thermo Systems Multiskan) utilizando filtro de 492 nm de comprimento
de onda. Os resultados obtidos no ELISA sdo representativos de dois experimentos

independentes, nos quais todas as amostras foram testadas em duplicata.

5.4. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados epidemiologicos foram tabulados e analisados utilizando o softwear SPSS
(IBM Statistics versao 16). As analises estatisticas foram feitas utilizando testes paramétricos
(distribui¢do normal) e nao paramétricos (distribui¢do nao normal), sendo as diferengas
consideradas significativas quando p<0,05. Inicialmente os contatos (177) foram agrupados
em PT positivos ou negativos ¢ as relagdes com os diversos fatores (sexo, idade, etc)
analisadas. Posteriormente os contatos foram agrupados em conversdo, os PT convertidos, e
em ndo conversdo, os que permaneceram PT negativos até o final do acompanhamento, e as
relagdes com os mesmos fatores foram analisadas. Os resultados do ELISA foram tabulados
em Excel Microsoft® (2007) e analisados utilizando o software GraphPad Prism® versdo 5.0
(2009). As analises das médias das densidades 6ticas dos grupos foram feitas por ANOVA,
teste de t de Student, Mann Whitney e curva ROC. Resultados significativamente diferentes

foram considerados quando p<0,05.



6. RESULTADOS

6.1. Perfil socio-epidemilogico e avaliagio da infectividade por Mtb dos contatos de

pacientes com TBP atendidos nos CAIS da cidade de Goiania nos anos de 2008 a 2009.

Com o objetivo de verificar se os contatos de pacientes com TBP estavam infectados
com Mtb, contatos foram recrutados e avaliados pela prova tuberculinica (PT). Duzentos e
quarenta (240) contatos de 45 pacientes foram convidados a participar do estudo, dentre eles
177 aceitaram. Considerando apenas estes individuos, a média de contatos por paciente foi de
3,9 individuos. Os dados s6cio-demograficos dos contatos sdo mostrados na Tabela 1. Os 177
contatos eram compostos por 85 mulheres € 92 homens. A idade deles variou de 6 a 80, sendo
que 14,7% (26/177) dos contatos eram menores de 16 anos. Cento e trinta e oito (77,9%) dos
contatos foram vacinados com BCG, e 105 (59,3%) tinham grau de parentesco com o paciente
indice. Cento ¢ sessenta contatos (90,4%) habitavam o mesmo local e 165 (94,1%)
mantinham contato diario com o paciente indice, entretanto apenas a freqiiéncia do contato
(diario) pode ter influenciado o resultado da PT quando no diagndstico (p= 0,006, odds ratio
7,1, 1,51-33,58, IC 95%). Cento e quarenta e cinco (82,7%) contatos vinham de um nucleo
familiar. Trés pacientes eram residentes de clinicas de reabilitacdo de usuarios de drogas e
alcool e seus contatos classificados como institucional (32/177). Cento e quarenta e trés
participantes (80,1%) ndo apresentavam nenhuma comorbidade, e quando constatada a
existéncia de condi¢do clinica cronica, a hipertensdo arterial (12/177) e o diabetes mellitus
(5/177) foram as mais comuns. As distribuicOes dos contatos de pacientes com TBP deste
estudo por faixa etaria, pela relagdo de parentesco, comorbidade e pelo grau de instrug¢do sao

mostradas nos anexos.



Tabela 1. Dados socio-epidemiologicos dos contatos de pacientes com TBP utilizados neste

estudo agrupados pelo resultado da PT.

PT > S5mm

PT <4mm

Género
Feminino
Masculino

Idade
<16 anos
> 16 anos

BCG
Sim
Nao

Parentesco
Sim
Nao

Mesma Residéncia
Sim
Nao

Frequéncia do contato
Diario
semanal

Tipo de contatos
Familiar
Institucional

Comorbidade
Presente
ausente

50 (58,8%)
49 (53,3%)

13 (50%)
86 (57%)

83 (60,1%)
16 (41%)

58 (55,2%)
41 (56,9%)

95 (59,4%)
4 (23,5%)

97 (58,8%)
2 (16,7%)

82 (56,6%)
17 (53,1%)

20 (58,8%)
79 (55,2%)

35 (41,2%)
43 (46,7%)

13 (50%)
65 (43%)

55 (39,9%)
23 (59%)

47 (44,8%)
31 (43,1%)

65 (40,6%)
13 (76,5%)

68 (41,2%)
10 (83,3%)

63 (43,4%)
15 (46,9%)

14 (41,2%)
64 (44,8%)

p=0,555

p=0,435

p=4,51

p=0,05

p=0,08

p=0,006*

p=0,125

p=0,143




Os contatos foram avaliados quanto a infeccao por Mtb pela PT no momento do
diagnostico do paciente indice para identificagdo dos individuos infectados (PT positivos,
considerados portadores de TB latente ,antiga’) e os ndo infectados (PT negativos).
Consideramos aqui a PT como teste padrdo ouro para a identificacio dos individuos
infectados latentes.

No momento do diagndstico 99 contatos foram classificados como PT positivos
(infectados) e 78 como PT negativos (ndo-infectados). Dois contatos PT positivos (2%) de um
mesmo paciente indice, adoeceram (apresentaram TBP ativa) apds um (1) ano do diagndstico
do mesmo. Ambos eram do sexo feminino, com diametro da induracao cutanea de 15 e 18
mm, com idade de 18 e 46 anos, com contato diario, habitantes da mesma residéncia e com
grau de parentesco proximo (irma e mae). Dentre os ndo infectados, 44 individuos
mantiveram-se PT negativos até o final do acompanhamento, 6 sofreram o efeito booster, 8
passaram a apresentar PT positiva (conversdo tuberculinica), € 20 nao puderam ser avaliados
porque nao quiseram mais submeter-se ao teste (Figura 3).

Dentre os individuos que sofreram booster a média do aumento na PT foi de 10+2,5
mm, com idade entre 16-64 anos (35,1£16,6). Trés (50%) destes contatos eram do sexo
masculino e 66,7% (4/6) foram vacinados com BCG. A metade deles (3/6) tinha relacdo de
parentesco, 50% vinham de um nucleo familiar, e todos mantiveram contato didrio com o
paciente indice.

Oito contatos converteram o resultado da PT, ou seja, partiram de uma PT negativa no
diagnostico (87,5% = 0 mm) e sofreram um aumento >10 mm em relacdo a este primeiro
teste, alterando o status para positivo (Figura 4). Essa mudanca foi constatada na décima
segunda semana apoOs o diagnostico para 75% deles (6/8), para 12,5% (1/8) a conversdo
ocorreu na quarta semana e para 12,5% (1) no sexto més apds o diagnostico, sendo a média
do aumento do didmetro da induracdo cutanea de 14,5+3,7 mm. A conversao aconteceu mais
entre mulheres do que homens (5/8). A idade deles variou de 23-46 anos (32,75+10,9), 87,5%
eram vacinados com BCG, e também 87,5% vinham de um ntcleo familiar. Seis individuos
(75%) tinham grau de parentesco com o paciente, sendo que 83.3% (5/6) eram esposo/a,
filho/a ou sobrinho. Todos mantiveram contato didrio e habitavam a mesma residéncia do
paciente indice. Apenas dois destes contatos apresentaram comorbidade. Nenhum dos

parametros avaliados parece ter influenciado a conversao da PT no grupo estudado (Tabela 2).



As caracteristicas dos contatos que permaneceram PT negativos at¢é o final do
acompanhamento também sdo mostradas na Tabela 2. O resultado da PT nestes individuos
nao sofreu flutuagdes em relagdo ao primeiro teste (diagnostico). Nenhum dos individuos que
manifestou a conversao tuberculinica, ou que sofreram booster ou que continuaram PT

negativos desenvolveu TBP até a finalizagdo deste estudo.



n=45

Pacientes com TBP

Contatos

PT -
78

n=177

diagnéstico

Booster
6

Conversao
8

1 ano | depois

Desistiram
20

Continuaram
PT -
44

PT +
99

1 ano | depois

Desenvolveram
TBP ativa
2

Figura 3. Contatos de pacientes com TBP foram acompanhados por 1 ano. Os contatos foram
classificados pela PT no momento do diagnostico dos pacientes, depois de 4 semanas, 12
semanas, 6 meses € ao completar 1 ano. Foram constatados os efeitos booster e conversao

tuberculinica, o desenvolvimento de doenca ativa, a auséncia de mudanca no status da PT ¢ a

desisténcia dos contatos.




Tabela 2. Estudo dos principais fatores de risco associados a infec¢do por Mtb em contatos de

pacientes com TBP.

Conversao Niao-Conversao (PT negativo)
Género
Feminino 5 (17,9%) 23 (82,1%) p=0,711
Masculino 3 (12,5%) 21 (87,5%)
Idade
<16 anos 0 (0%) 10 (100%) p =0,328
> 16 anos 8 (19%) 34 (81%)
BCG
Sim 7 (17,9%) 32 (82,1%) p=10,662
Nao 1 (7,7%) 12 (92,3%)
Parentesco
Sim 5 (12,5%) 35 (87,5%) p=10,366
Nao 3 (25%) 9 (75%)
Mesma Residéncia
Sim 7 (15,6%) 38 (84,4%) p=10
Nao 1 (14,3%) 6 (85,7%)
Frequéncia do
contato
Diario 8 (16,7%) 40 (83,3%) p=10
semanal 0 (0%) 4 (100%)
Tipo de contatos
Familiar 7 (14,6%) 41 (85,4%) p=0,499
Institucional 1 (25%) 3 (75%)
Comorbidade
Presente 1 (11,1%) 8 (88,9%) p=10

ausente 7 (16,3%)

36 (83,7%)
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Figura 4. Variagdes nos resultados da PT dos contatos que converteram o teste para positivo. Cada contato ¢
representado por uma barra horizontal; apenas um (1) contato partiu de uma PT inicial (diagnostico) de 3 mm. O

aumento médio no didmetro da induragdo cutinea foi de 14,54+3,7mm.



6.2. Resposta Imune Humoral dos contatos de pacientes com TBP ao antigeno Hspx de

Mtb.

Para avaliar a resposta imune humoral ao antigeno Hsp-x de Mtb dos contatos de
pacientes com TBP, o teste de ELISA foi realizado para quantificar anticorpos especificos da
classe IgM e IgG. Os niveis de anticorpos (densidade otica- D.O.) contra Hspx dos contatos
(no momento do diagnostico, n=177) agrupados pelas caracteristicas socio-epidemioldgicas
sdo mostrados na Tabela 3. Para IgM-Hspx, os niveis de anticorpos foram semelhantes entre
homens (0,805+0,36) e mulheres (0,853+0,39), individuos menores (0,895+0,36) ¢ maiores de
16 anos (0,816+0,37), individuos residentes da mesma casa (0,828+0,38) e ndo residentes
(0,823+0,33), e entre individuos que apresentavam comorbidades (0,863+0,40) ¢ os que ndo
apresentavam (0,820+0,36). Os individuos ndo vacinados (0,908+0,43) apresentaram niveis
de IgM-Hspx discretamente superiores aos dos vacinados (0,805+0,35). A diferenga sutil nas
densidades oOticas também ocorreu entre os contatos que apresentavam grau de parentesco
(0,849+0,39) e os que ndo eram membros da familia do paciente (0,761+£0,31), para os
contatos que pertenciam a um nucleo familiar (0,849+0,38) e aos que vinham de um ntcleo
institucional (0,732+0,30), e para os individuos que mantinham contato didrio (0,830+0,38) e
0s que mantinham contato semanal (0,7984+0,27) com o paciente indice.

Os niveis de anticorpos IgG foram inferiores aos de IgM. Os niveis de 1gG-Hspx
foram semelhantes entre homens (0,238+0,08) e mulheres (0,241+0,12), contatos residentes
da mesma moradia que o paciente indice (0,242+0,10) ou ndo que residiam em outras
moradias (0,226+0,06), e para os contatos que apresentavam comorbidades (0,241+ 0,13) ou
nao (0,260+0,10). J& para os contatos menores de 16 anos os niveis de IgG-Hspx foram
superiores aos dos individuos maiores de 16 anos, de 0,287+0,11 e de 0,233+0,10 (p=0,019),
respectivamente. Os individuos vacinados com BCG apresentaram niveis de IgG-Hspx
semelhantes aos dos individuos ndo vacinados, 0,236+0,09 e 0,252+0,13, respectivamente. O
que também ocorreu dentre os individuos que mantiveram contato didrio (0,240+0,10) ou
semanal (0,246+0,08), para os individuos que vinham de um nucleo familiar (0,247+0,11) ou
institucional (0,219+0,06). Os contatos que tinham relagdo de parentesco com o paciente
indice apresentaram niveis de [gG-Hspx ligeiramente superiores (0,251+0,11) aos dos que nao

tinham grau de parentesco (0,208+0,06).



Tabela 3.Titulos de anticorpos contra Hspx de Mtb de contatos de pacientes TBP agrupados

de acordo com as caracteristicas socio-epidemioldgicas.

D.O. (IgM-Hspx) D.O. (IgG-Hspx)

Género

Feminino 0,853+0,39 (p=0,53) 0,241+0,12 (p=0,57)
Masculino 0,805+0,36 0,238+0,08

Idade

<16 anos 0,895+0,36 (p=0,30) 0,287+0,11 (p=0,019)
> 16 anos 0,816+0,37 0,233+0,10

BCG

Sim 0,805+0,35 (p=0,25) 0,237+0,09 (p=0,65)
Nao 0,908+0,43 0,252+0,13
Parentesco

Sim 0,849+0,39 (p=0,28) 0,251+0,11 (p=0,09)
Nao 0,761+0,31 0,208+0,06

Mesma Residéncia
Sim
Nao

Frequéncia do

0,828+0,38 (p=0,89)
0,823+0,33

0,242:0,10 (p=0,47)
0,226+0,08

contato
Diario 0,830+0,38 (p=0,96) 0,240+0,10 (p=0,88)
semanal 0,798+0,27 0,246+0,08

Tipo de contatos

Familiar 0,849+0,38 (p=0,17) 0,247+0,11 (p=0,30)
Institucional 0,732+0,30 0,219+0,06
Comorbidade

Presente 0,863+0,40 (p=0,48) 0,241+0,13 (p=0,70)

Ausente

0,820+0,36

0,260+0,10




6.3. Avaliacao da acuracia do ELISA-Hspx na discriminacio de contatos convertidos

dos PT positivos antigos e dos PT negativos.

Acredita-se que dentre os contatos de pacientes com TBP ativa, aqueles que
convertem a PT, passam de PT negativo para positivo, sdo os individuos que apresentam
maiores chances de adoecer. Avaliamos entdo se os niveis de anticorpos anti-Hspx de Mtb de
contatos de pacientes com TBP, recém infectados (conversdo tuberculinica), poderiam
discriminar estes individuos dos contatos ndo infectados (PT negativa), dos latentes (PT
positiva antiga) ou dos que sofreram o efeito booster. Os niveis de anticorpos anti-Hspx
destes grupos sdo mostrados nas figuras 5 ¢ 6. Os niveis de IgM-Hspx foram semelhantes
entre os grupos (p=0,87), e os niveis encontrados foram de 0,841+0,40 para os contatos PT
positivos, de 0,807+0,32 para os PT negativos, de 0,732+0,21 para os que sofreram conversao
tuberculinica e de 0,961+0,48 para os contatos que apresentaram o efeito booster (Fig. 5). J&
as dosagens de IgG-Hspx mostraram-se diferentes entre os grupos (p<0,0002), e os niveis de
anticorpos encontrados foram de 0,242+0,10 para os PT positivos, de 0,237+0,10 para os PT
negativos, de 0,140+0,02 para os que manifestaram a conversao tuberculinica e de 0,255+0,22
para os contatos que sofreram o efeito booster. Houve diferenca significativa nas dosagens de
IgG-Hspx entre os contatos PT positivos e os que manifestaram a conversao tuberculinica
(p<0,0001) e entre estes ultimos e os contatos que apresentaram efeito booster (p<0,0001)
(Fig. 6). A acurdcia do ELISA foi analisada pelo calculo estatistico da curva ROC.
Considerando o ELISA IgM-Hspx a area da curva foi de 0,55 e do ELISA IgG-Hspx a area da

curva foi de 0,94. Os graficos da andlise da curva ROC sdo mostrados nos anexos.
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Figura 5. Dosagem de IgM anti-Hspx em contatos de pacientes com TBP. Niveis de IgM-
Hspx em contatos agrupados pelo resultado da PT (positiva= 99, negativa= 44, convertsao= 8§

e booster= 6). Os niveis de anticorpos foram semelhantes entre os grupos (p=0,87).
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Figura 6. Dosagem de IgG anti-Hspx em contatos de pacientes com TBP. Niveis de [gG-Hspx
em contatos agrupados pelo resultado da PT (positiva= 99, negativa= 44, conversdo= 8 e
booster= 6). Os niveis de anticorpos se mostraram diferentes entre os grupos (p<0,0002). Os
niveis de IgG-Hspx foram diferentes entre contatos PT positiva e conversao (p<0,0001), e

entre contatos PT negativa e conversao (p<0,0001).



7. DISCUSSAO

Neste estudo, 177 contatos de pacientes com TBP foram acompanhados por 1 ano, e
dentre eles foram identificados individuos considerados infectados (PT positivos = 99) e
individuos considerados ndo infectados (PT negativos = 78). Dentre os individuos do primeiro
grupo, dois (2%) desenvolveram doenga ativa e dentre os individuos do segundo grupo, 44
(56,4%) mantiveram-se PT negativos, 6 (7,7%) sofreram booster e 8 (10,2%) converteram a
PT para positiva. A dosagem de anticorpos contra Hspx de Mtb dos contatos também foi
analisada e os niveis de IgM-Hspx encontrados se mostraram semelhantes entre eles,
independente do pardmetro utilizado para o agrupamento dos individuos (as caracteristicas
socio-epidemiologicas ou o status da PT). Os niveis de IgM-Hspx encontrados foram
superiores aos de IgG-Hspx. Os niveis de IgG-Hspx nos contatos menores de 16 anos foram
superiores aos encontrados nos individuos maiores de 16 anos. Os contatos que sofreram
conversdo tuberculinica apresentaram os menores niveis de IgG-Hspx do que os contatos PT
positivos, PT negativos e que sofreram booster. Nenhum dos contatos inicialmente
classificados como PT negativos adoeceu.

A populacdo estudada foi composta por adultos jovens, com ampla distribuigdo de
idade e sexo, semelhante ao encontrado em outros estudos (Gazetta et al. 2006). A maioria
dos contatos foi vacinada com BCG (77,9%), o que ja era esperado visto que a vacina ¢
administrada ao nascer no Brasil. Os contatos de pacientes com TBP mais comumente
encontrados sdo pais, irmaos, filhos, netos (Gazetta et al. 2006, Cailleaux-Cezar et al. 2009), o
que corrobora com os achados deste estudo que revelaram que a maioria dos individuos
pertencia a um nucleo familiar, consequentemente habitavam a mesma residéncia e tinham
grau de parentesco com o paciente indice. Essas caracteristicas refletiram-se no tipo de
contato mais registrado, o contato diario com o individuo doente, o que pode ter favorecido a
infeccdo dos individuos que se relacionavam com ele. Caracteristicas como o tempo € a
intensidade do contato podem se aliar as condi¢des clinicas do paciente e favorecer a
infeccdo, e consequentemente a continuidade da doenca (Menzies 1997). Além disso, também
jé& foi mostrado que contatos intradomiciliares de pacientes com TB tém chances aumentadas
de serem infectados e desenvolverem a doenga (Wang & Lin 2000, Moran-Mendonza et al.

2010).



Dentre os contatos acompanhados neste estudo, 64,5% foram considerados infectados
pelo Mtb. Eles foram identificados no momento do diagnéstico do paciente (99) ou no
decorrer do acompanhamento (6 booster, 8 convertidos). A PT ainda ¢ utilizada para
diagnostico de infec¢ao por Mtb, entretanto o seu resultado ndo permite precisar o momento
da infecgdo, se ha doenga ou ndo (Menzies 1999). Em estudos como este, o resultado da PT
pode ser interpretado como infec¢do antiga, quando o resultado € positivo antes da exposi¢ao
conhecida a um paciente indice (momento do diagnoéstico). Ainda pode ser interpretado como
infeccdo recente, quando o individuo, apds exposi¢do a um paciente indice, parte de um
resultado negativo e muda para positivo apds ser testado novamente (aumento no diametro da
induragdo cutanea), situagdo conhecida como conversdo tuberculinica (Teixeira et al. 2008,
Whalen et al. 2006).

Estudos sugerem que o critério para avaliagdo de conversdo deve considerar a
prevaléncia de booster, que geralmente correlaciona-se com a prevaléncia de reagdes positivas
da PT (Menzies 1999). Em fung¢@o disso o critério adotado neste estudo para a conversao foi
do aumento maior ou igual a 10 mm. Oito contatos (7,4%) deste estudo converteram a PT
para positiva. Em populagdes consideradas mais expostas ao risco de infec¢do foram
encontrados indices de conversao (3,9% e 10,7/1000, respectivamente) inferiores ao
encontrado no presente estudo (Silva et al. 2002, Roth et al. 2005). Cailleaux-cezar e
colaboradores em um estudo também sobre contatos de pacientes com TBP encontrou 6% de
PT convertidos, sem associacdo significativa com o status da baciloscopia do paciente
(Cailleaux-Cezar et al. 2009, Menzies 1997). Whalen e colaboradores constataram conversao
tuberculinica em 27% dos contatos, estando a ela associada o grau de proximidade e de
positividade da baciloscopia do paciente (Whalen et al. 2006). Esta associacdo ndo foi
avaliada neste estudo, contudo os contatos que manifestaram a conversdo tuberculinica
relacionaram-se diariamente com o paciente, que tiveram baciloscopia positiva, com grau
variando de 1 a 3, sendo préximo o grau de parentesco entre eles (mae/pai, filho/a, irma/o).
Deve-se ressaltar que o tamanho amostral dos estudos ¢ diferente, porém em nenhum deles
constatou-se o desenvolvimento de doenca ativa nos individuos que manifestaram mudanga
no status da PT.

A conversao ¢ aceita como indicio de infec¢do recente, e como a maioria dos
individuos infectados (90%) consegue conter esta infecg¢do, ela poderia estar relacionada a

protecdo (Teixeira et al. 2008, Comstock et al. 1982). Hussain e colaboradores mostraram que



contatos de pacientes com TBP apresentaram niveis de IFNy e IL-10 aumentados logo apos
sofrerem conversao, sugerindo que a relacao entre estas duas citocinas poderia estar envolvida
na contencdo da infeccdo e estabelecimento da laténcia, respectivamente (Hussain et al.
2009). E sugerido também que em individuos latentes (PT positivo, infecgdo antiga) a
producdo de IFNy (Guio et al. 2010) e 1L462 (Demissie et al. 2004), por exemplo, esteja
aumentada e que isso possa estar relacionado ao ndo desenvolvimento de TB ativa.

A ocorréncia de outro fendmeno associado a PT também foi registrado neste estudo, o
booster. O intervalo recomendado para uma melhor avaliagao deste efeito ¢ de 1 a 5 semanas
apos o primeiro teste (Menzies 1999). Aqui os contatos foram avaliados 4 semanas apos o
primeiro teste e seis deles (7.7%) manifestaram booster. Num estudo em uma populacio
semelhante a esta foi mostrado que 6% dos contatos se encaixaram no critério deste fenomeno
(Salles et al. 2007). Entretanto existem alguns fatores que podem influenciar o resultado da
PT, como a sensibilizagdo com micobactérias ambientais (Pai et al. 2004) e a vacinagdo com
BCG. A interferéncia da vacinacdo com BCG parece improvavel, visto que em regides
endémicas como o Brasil, sua influéncia na PT ocorre somente durante os 10 anos seguintes a
vacinagdo (Wang et al. 2002). Além disso, ha evidéncias de reacdo cruzada com a
micobactéria M. leprae, causadora de hanseniase, doenga que também ocorre na regido onde o
estudo foi desenvolvido (Silva et al. 2009, Dupre et al. 1990).

Devemos acrescentar que 66,6% (4/6) dos classificados como booster apresentaram
aumento superior ou igual a 10 mm (11,5+2,3), mesmo critério de conversao, entretanto como
esta avaliagcdo foi feita na quarta semana de acompanhamento, o mais provavel ¢ que seja
mesmo um resgate da resposta imune de memoria. Isso também foi encontrado por Salles e
colaboradores, que sugeriu que a interpretagdo deste fendmeno pode ser dificil distingdo e
necessita de um numero amostral significativo para que os achados sejam conclusivos (Salles
et al. 2007).

Anteriormente, quando a TB acometia principalmente individuos de baixa renda, se
estimava que o numero de contatos de um paciente indice variava entre 6 a 12 individuos,
todavia, hoje, em regides como Goiania, local desse estudo, o nimero de contatos de
pacientes com TB reduziu-se (240 contatos/45 pacientes= 5,3 contatos/paciente indice). Este
fato deve-se provavelmente a melhoria das condi¢cdes de vida nesta regido, e por conseguinte
ao planejamento familiar (IBGE 2010). Neste contexto, uma populacao de 177 individuos

parece pequena, entretanto representa aproximadamente 74% dos contatos dos pacientes



recrutados. Além do mais, estudos longitudinais demandam mais envolvimento e atencdo da
equipe para que seja bem executado.

Observou-se que com o acompanhamento durante um ano, os contatos ficaram mais
atentos a sua manifestagdo de sintomas e aumentaram os cuidados com o paciente,
certificando-se se da administragao da medicagdo. Além disso, em caso de adoecimento, eles
se mostraram mais propensos a buscar atendimento e como foram sendo esclarecidos
poderiam contribuir melhor com a equipe médica na investigacao clinica. Essa mudanga de
atitude pode ser positiva visto que contatos de pacientes estdo expostos a um risco maior do
que o da populagdo em geral de serem infectados (AMS 2000) e os contatos PT convertidos a
um risco 8 vezes maior de desenvolver a doenca no primeiro ano subseqiiente a infec¢ao
(Ferebee 1970). Para o nosso conhecimento este ¢ o primeiro estudo longitudinal abrangente
feito com contatos de pacientes de TBP no Brasil, no qual eles receberam visita regular do
pesquisador em seus domicilios.

As estratégias brasileiras de avaliacdo de contatos de pacientes com TBP candidatos a
quimioprofilaxia preocupam-se principalmente com os individuos menores de 15 anos
(Ministério Saude 2005). Em estudo realizado no Rio de Janeiro em 2000, foram notificados
1866 casos de TB em menores de 15 anos, alcancando um coeficiente de incidéncia de
27/100.000, com predominio em menores de 5 anos, sendo um individuo adulto, na maioria
dos casos, o paciente indice destes menores (Alves et al. 2000). Entretanto aqui observamos o
adoecimento de dois contatos, ambos maiores de 18 anos, com PT positiva (= Smm) ja no
inicio do acompanhamento, um (1) ano apds o diagndstico do paciente indice. Moran-
Mendonza et al. (2010) encontrou dentre fatores relacionados ao risco de adoecimento por
TB, PT maior ou igual a Smm (Moran-Mendonza et al. 2010). E inevitavel especularmos se o
tratamento profilatico destes individuos ndo teria evitado o desenvolvimento da doenga, visto
que ha estudos que apontam a sua eficidcia (Hsu 1984, Pineda et al 2004, Saukkonen et al
2006), além de contribuir para o controle da doenca. Em um estudo realizado na Turquia, pais
de incidéncia intermediaria de TB, que tem estratégias semelhantes as brasileiras, sugeriu-se a
quimioprofilaxia em individuos com idade entre 15 a 34 anos (Kilicasclan et al. 2009). Deve-
se acrescentar que os contatos acompanhados neste estudo ndo se submeteram ao tratamento
preventivo com isoniazida.

Os niveis de IgM-Hspx foram semelhantes entre contatos agrupados pelas

caracteristicas socio-epidemiologicas ou pelo status da PT. A presenga de IgM estd associada



aos estagios iniciais dos processos infecciosos/inflamatorios, e seria esperado que contatos
infectados, recentemente ou nao, apresentassem niveis aumentados daquela imunoglobulina
(Rababhi et al. 2007).

Aqui observamos niveis de IgM-Hspx semelhantes entre os contatos agrupados pelas
caracteristicas epidemiologicas ou pelo status da PT, inclusive nos individuos considerados
ndo infectados (PT negativos). Esse resultado se junta as evidéncias encontradas
anteriormente de que individuos que residem em area endémica de TB, mesmo sendo
considerados ndo infectados podem apresentar anticorpos contra antigenos de Mtb (Rabahi et
al. 2007; Reis et al. 2009), e que os titulos de anticorpos contra antigenos micobacterianos
correlacionam-se com incidéncia de TB na regido (Hoff et al. 2007).

Foi detectada também nesta coorte de contatos de pacientes com TBP a presenca de
IgG-Hspx. Entretanto, as densidades Oticas representativas da presenca desta imunoglobulina
foram inferiores as encontradas para IgM-Hspx. Este fato estd de acordo com estudos
anteriores que mostraram que a mudanga da classe do anticorpo necessita de uma estimulagao
continuada, com uma demanda de tempo maior para que ela ocorra. Além disso, niveis
semelhantes de IgG-Hspx em individuos PT positivos/negativos foram encontrados por
Rabahi e colaboradores (Rabahi et al. 2007). Neste estudo, os contatos com idade inferior a 16
anos apresentaram niveis de IgG-Hspx superiores aos dos individuos maiores de 16 anos,
semelhante ao encontrado por Watannabe e colaboradores (Watanabe et al. 1995). A presenca
de titulos altos de imunoglobulina IgG (contra antigenos micobacterianos) esta associada a
progressao/severidade de TB ativa (Davidow et al. 2005), o que corrobora com 0s nossos
achados visto que a populacao de contatos aqui avaliada ¢ composta de individuos saudaveis,
considerados infectados ou ndo.

A detec¢do da infeccdo latente por Mtb ¢ uma tarefa desafiadora e tem sido
intensificada em fun¢do do risco aumentado de desenvolver TB ativa nos contatos de
pacientes com a doenca ativa e nos individuos com doencas autoimunes candidatos ao
tratamento com bloqueadores de TNF-a (Bocchino et al. 2009, Silva et al. 2010). A PT ainda
¢ a ferramenta utilizada na triagem de infec¢do latente (Menzies 1999) e os testes de
diagnostico de TB, que avaliam a producdo de IFN-y pela imunidade celular (IGRA) usados
em paises desenvolvidos e com baixa incidéncia de TB, também foram propostos para
deteccao de infecgdo latente, especiamente nos individuos com desordens autoimunes, nos

quais a PT podem apresentar resultado falso negativo (Marques et al. 2009). Além disso, a PT



apresenta sensibilidade e especificidade limitadas, e ndo é capaz de discriminar entre doenca
ativa e infec¢do latente, assim como os IGRAs também ndo o sdo, além de também ter o seu
desempenho comprometido em areas endémicas de TB (Pai et al. 2008).

Existem varios testes soroldgicos de diagnostico de TB disponiveis comercialmente, e
um estudo recente sobre a acurdcia destes testes revelou que eles tém performances variaveis,
e sua sensibilidade/especificidade ainda sdo o principal requisito a ser melhorado (Steingart et
al. 2007). A resposta imune humoral em individuos infectados latentes ja foi demonstrada
(Rabahi et al. 2007, Reis et al. 2009), entretanto ndo ¢ amplamente utilizada para detecc¢ao de
infecgdo por Mtb.

O desenvolvimento de testes para diagnostico demanda certas caracteristicas
(técnicas/epidemioldgicas) que lhes asseguram o sucesso (Mann et al. 2010). Neste estudo
propomos o uso da dosagem de anticorpos anti-Hspx para identificacdo dentre os contatos
recém infectados de pacientes com TBP os que t€ém chances aumentadas de desenvolver a
doenga ativa. A sele¢do e recrutamento da populagdo de estudo foram corretos e o teste de
ELISA proposto apresentou diferentes desfechos em fun¢do da imunoglobulina avaliada. Um
limiar de reatividade (cut off) ndo pode ser desenhado pois os individuos com chances
aumentadas de adoecer, os considerados infectados (recente), apresentaram niveis de
anticorpos semelhantes (IgM-Hspx: ROC area=0,55) aos considerados nao infectados além de
ndo apresentavam manifestacOes clinicas de doenca ativa. O ELISA para IgG-Hspx
apresentou boa performance (ROC érea=0,94), entretanto os baixos titulos deste anticorpo
encontrados nos contatos que manifestaram a conversdo tuberculinica compromete a sua
aplicabilidade.

O antigeno de Mtb Hspx ¢ uma proteina bem caracterizada com fun¢do relacionada a
manuten¢do e estabilizacdo da parede celular e das estruturas celulares do bacilo durante sua
persisténcia no hospedeiro (Cunningham et al. 1998), e consequentemente perfis sorologicos
anti-Hspx tém sido associados a fase subclinica (latente) da TB (Davidow et al. 2005,
Demissie et al. 2006). Além disso, niveis aumentados de IFN-y em resposta ao Hspx foi
sugerido como fator preditor de TBL (Demissie et al. 2006) e niveis diminuidos desta citocina
foram associdados ao desenvolvimento da doenga em contatos de TB (Del Corral et al. 2010).

Observamos neste estudo que os contatos que manifestaram a conversdo tuberculinica
apresentaram os niveis de anticorpos anti-Hspx mais baixos. O papel dos anticorpos na TB ¢

desacreditado porque o bacilo apresenta replicagdo intracelular (Casadevall & Pirofski 2003)



e a sua aplicabilidade se restringe aos testes soroldgicos para diagndstico da doenga ativa
(Steingart et al. 2007). Entretanto, foi mostrado que ha participagdo ativa de células B na
formagdo de centros germinativos extrapulmonares e na contengdo do bacilo em
camundongos infectados com cepas de Mtb (Maglione et al. 2007). Além disso, também foi
mostrado que a expressdo de receptores da fragdo constantante dos anticorpos (RFcy) pode
distinguir individuos ndo infectados, individuos infectados latentes e pacientes com TB
(Maertzdorf et al. 2011). Embora podemos especular se a diminuigao nos niveis de anticorpos
nos contatos PT convertidos se deva a participacao deles na resposta imune que conteve a
infeccdo, também nenhum dos contatos dos outros grupos (booster, PT negativos, PT
positivos) adoeceu.

Este estudo apresenta algumas limitagdes. Baseado em célculo amostral, o tamanho
ideal da populagdao de estudo seria de 250 contatos, entretanto o tamanho alcangado
correspondeu a 71% (177/250) deste numero. Pode-se explicar tal fato pela baixa taxa de
incidéncia de TB encontrada no estado onde o estudo foi realizado, além da resisténcia de
alguns dos individuos em participar de estudos desta natureza. Outras deficiéncias do estudo
foram: a ndo realizacdo de exame radioldgico para assegurar a auséncia de doenca nos
contatos infectados, a realizagdo da cultura do escarro em apenas 15,5% dos pacientes e as
desisténcias dos contatos recrutados durante o periodo de estudo também configuram.
Todavia, as perdas representaram uma populacdo com caracteristicas semelhantes as dos
individuos que permaneceram no estudo quanto aos critérios avaliados. Nao se pode descartar
que a utilizagdo de plasma para deteccio dos anticorpos pode ter refletido na
especificidade/sensibilidade do teste, visto que a maioria dos ensaios utiliza soro,
comprometendo seu uso na triagem dentre os infectados latentes aqueles com chances
aumentadas de adoecer. Entretanto, ¢ mais provavel que o desempenho alcancado pelo teste
proposto se deva ao pequeno numero amostral da populagdo de estudo.

Este estudo corrobora com os outros que apontam a necessidade do acompanhamento
de contatos de TB(P) para o controle da doenca (Wang & Lin 2000, Gazetta et al. 2006,
Barroso et al. 2004, Tuberculosis Research Center 2007, Lee et al. 2008, Kilicasclan et al.
2009, Moran-Mendonza et al. 2010). A PT ainda desempenha um importante papel na
identificacdo dos individuos infectados por Mtb, porém mostrou-se um fator dificultador,
induzindo parte dos individuos recrutados a desistir da participacdo no estudo, fato este

previamente relatado por outros pesquisadores (Joseph et al. 2004). Os niveis de anticorpos



(IgM/IgG) contra rHspx encontrados em contatos pacientes com TBP foram similares,
inclusive dentre os que sofreram conversao tuberculinica, ndo permitindo a validagdo do seu
uso como fator associado ao risco de adoecimento nestes individuos. Esses achados enfatizam
a necessidade da criagdo de um teste de triagem que seja capaz de referendar o tratamento
preventivo de infectados latentes com isoniazida, medida que ja se mostrou eficaz (Pineda et
al. 2004). Além disso, levanta novamente a discussdo sobre o papel da resposta humoral na

resposta imune contra o Mtb.



8. CONCLUSOES

- A prova tuberculinica identificou os contatos portadores latentes de Mtb dentre os contatos
de pacientes com TBP, correspondendo a 64,5% dos contatos que participaram do estudo;

- A infec¢do latente (PT positiva) dos contatos no momento do diagnéstico do paciente indice
foi associada ao contato diario com 0 mesmo;

- Os contatos foram acompanhados por 1 ano e verificou-se a ocorréncia dos efeitos booster
(3,4%) e conversao tuberculinica (4,5%) e o adoecimento de 2 contatos (1,1%) classificados
como PT positivos;

- Os contatos, independente do critério de agrupamento, apresentaram niveis de IgM-Hspx
similares entre si;

- Os contatos PT convertidos e os contatos que sofreram booster apresentaram,
respectivamente, os menores € maiores niveis de IgG-Hspx quando agrupados pelo status da
PT;

- 0s contatos menores de 16 anos apresentaram niveis de I[gG-Hspx maiores que os maiores de
16 anos quando agrupados pelas caracteristicas epidemioldgicas;

- O ELISA-Hspx (IgM/IgG) ndo pode ser referendado como teste de triagem de individuos
com chances aumentadas de adoecimento dentre individuos recém infectados por Mtb em

fun¢do do numero amostral do estudo.



9. RECOMENDACOES

O acompanhamento de contatos de pacientes com TBP nos proporcionou a
convivéncia com uma doenca que evoluiu com a humanidade. A ignorancia sobre a existéncia
e eficiéncia do tratamento ainda ¢ grande, contribuindo para a manuten¢do do estigma da
doenca. Acreditamos que a estratégia proposta pela OMS de tratamento diretamente
observado (do inglés, direct observed treatment — DOT) do paciente ¢ uma medida de longo
prazo, que apesar de dificil manutencdo, ¢ eficaz e pode contribuir para o controle da doenga,
e deveria ser extendido aos contatos dos pacientes, visto que estes individuos poderdo se
tornar pacientes.

A técnica de ELISA continua sendo uma das op¢des mais vidveis no desenvolvimento
de testes de diagnostico de TB, especialmente em paises em desenvolvimento como o Brasil.
A proteina recombinante Hspx de Mtb ainda pode ter o seu potencial antigénico explorado
por outras técnicas e em outras coortes. Além disso, existem vdarios antigenos identificados
em culturas de Mtb que ainda ndo tiveram a sua imunigenicidade testada. E importante
continuar o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas para todas as formas de TB, para
que o controle da disseminagdo da doenca seja alcangado. Resultados negativos obtidos hoje

podem contribuir para o sucesso de experiéncias futuras.
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11. ANEXOS

11.1. Aprovagao do comité de ética

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
MINISTERFO D4 EDUCACAO E DO DESPORTG
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOLAS  ~
. HOSPITAL DAS CLINICAS ;
COMITE DE ETICA FAf PESQUISA MEDICA BUNAN £ AXIAL

PROTOCOLO CEPMHA/HC/UFG N 161//07 Goi@nia, 01/11/2607

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IESy: Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis

TITULO: Padronizacio de um teste de ELISA para triagem de individuos com alto risco

Goidiia

Area Tematica: Grupo Il — Testes Diagnosticos
Local de Realizacdo: [PTSP/UFG

Senhor(a) Pesquisador(a),

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal analisou e
aprovou o  projeto de Pesquisa acima referido, juntamente com os documentos

apresentados e estes foram considerados em acordo com os principios éticos vigentes.

- I{\formamps que _nio ha necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissio
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

"f O pesquisador responsavel deverd encaminhar ao CEPMHA/HC/UFG, relatérios
tnimestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusio{6es) ¢ publicagiio(des). '

= O CEPMHA/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatoria de estudo em
desenvolvimento para avaliagdo e verificagio do cumprimento das normas da Resolugio
196/96 (Manual Operacional Para Comités de Fitica em Pesquisa— Item 13)

Farm. José Mario Coel oraes
Coordenador do CEPMHA/HC/UFG




11.2. Questionario socio-epidemioldgico/acompanhamento aplicados aos contatos.

Questionario dos CONTATOS

Nome:

Contato do paciente:

Data nascimento: __ / / Idade:

Grau de parentesco: Naturalidade:
Cor: [ ]1Branca [ [Negra [ ] Amarela [ JParda [ ]Indigena[ ] Ignorada
Sexo: [ 1Masculino [ 1 Feminino

Estado civil: Fone:

Grau de instrugéo:
Quanto tempo mora em Goiania:

End.Trabalho:

Bairro: Cidade: Estado:
Ocupagdo/Ramo de atividade
Quanto tempo neste

Sintomatologia(?):

econdmica:

trabalho:

Foi vacinado (a) com BCG: [1sim [ Indo [ Indo sabe
Tem cicatriz: []sim [ Indo

Doengas associadas:

[ IDiabetes []Doenca Renal []Doenga Cardiaca [ ]Pressao Arterial [ ]Hepatite

Outra:

Faz uso de medicamentos: [ ]sim [Indo
Qual?

E alérgico (a): [ Jsim [Indo [ Indo sabe
A que?

Acompanhamento:

Inicio do diagnéstico DO PACIENTE Data da 12coleta: ___ /  /
PPD: mm.

ELISA: IgM IgG

4 semanas apos o diagnéstico: Datadacoleta: /[
PPD: mm.

ELISA: IgM IgG

12 semanas apoés o diagnostico: Datadacoleta: __ /  /
PPD: mm.

ELISA: IgM [e[€]

6 meses apos o diagnéstico: Datadacoleta: __ /  /
PPD: mm.

ELISA:IgM IgG

1 ano apés o diagnoéstico: Datadacoleta: _ /  /
PPD: mm.

ELISA:IgM [e]€

2 anos apos o diagnéstico: Datadacoleta: _ /  /
PPD: mm.

ELISA:IgM [e]€

Obs.:







11.3. Distribuicao dos contatos por intervalo de idade.

m<10anos

m11-18anos
M19-35anos
W 36-50anos
m50-90anos




11.4. Distribuicao dos contatos por grau de parentesco.

M pai/mae
m filho/a
mirmd/o
Htio/a

M sobrinho/a
mprimo/a

M neto/a
mavd/o

SEM parentesco




11.5. Distribui¢ao dos contatos por comorbidades.

M sem comorbidade

B diabetes

m hipertensao arterial

B anemia

B hipertireoidismo

m chagas

M hipotireoidismo

m doenca cardiaca
asma/bronquite

m outros

osteoporose




11.6. Distribui¢ao dos contatos por grau de instrugao.

m fundamental completo
| fundamental incompleto
B médio completo

W médioincompleto

B superior completo

M superior incompleto

m curso técnico

M analfabeto




11.7. Distribui¢ao dos contatos por cor.

M branca
W negra
M amarela

W parda




11.8. Representacdo grafica da acuracia do ELISA-Hspx IgM.
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11.9. Representagdo grafica da acuracia do ELISA-Hspx IgG.
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