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RESUMO

A tuberculose (TB) € uma das doengas mais antigas do mundo e
permanece até os dias atuais como um problema de saude publica. Estima-
se que um terco da populacdo mundial esta infectada. O Brasil é
considerado area endémica da TB e em 2005 apresentou taxe de incidéncia
de 60 casos a cada 100.000 habitantes. Atualmente um dos principais
desafios no controle da tuberculose é a identificacdo dos portadores
latentes. Trabalhadores da area da saude sido expostos a um alto risco de
infeccao e por isso tém aumentadas as chances de se tornarem portadores
latentes. Com intuito de elucidar o perfil sorolégico de portadores latentes,
avaliamos a resposta imune humoral de trabalhadores da area da saude
frente a antigenos recombinantes do Mycobacterium tuberculosis, GLcB,
Hspx e MPT51, utilizando a técnica do ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Constatou-se que quase 70% dos trabalhadores da saude apresentaram
anticorpos contra tais antigenos. Nas dosagens de IgM apenas naquela
contra o Hspx os trabalhadores da saude prova tuberculinica (PT) negativa
apresentaram niveis de anticorpos superiores aos dos trabalhadores PT
positiva. Nas dosagens de IgG trabalhadores PT negativa ou positiva
apresentaram niveis semelhantes de anticorpos. Homens e mulheres
apresentaram niveis similares de anticorpos (IgM ou IgG) contra os
antigenos recombinantes. Os niveis de anticorpos de individuos BCG-
vacinados e BCG-nao-vacinados também foram semelhantes, bem como
entre individuos de diferentes categorias profissionais, independentemente
da classe da imunoglobulina testada. Nado houve correlagdo entre nivel de
anticorpo (resposta humoral) e o resultado da prova tuberculinica dos
trabalhadores da saude (resposta celular). Os resultados deste trabalho
permitem concluir que os trabalhadores da area da saude reconhecem os
antigenos protéicos recombinantes GLcB, Hspx e MPT51 do
Mycobacterium tuberculosis independentemente de reagdo a prova

tuberculinica.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), one of the oldest disease in the world, is until our days a
public health concern. It's believed that one third of the world’s population is
latently infected. Brazil is an endemic area for TB and its incidence in 2005
was about 60 cases per 100.000 inhabitants. One of the most important
challenge in TB control is the identification of individuals who are latent
infected. Health Care Workers (HCW) are at high risk of getting infected with
Mycobacterium tuberculosis and because of that they had increased
chances to became ill. The aim of this work was to elucidate the sorological
profile of latent infected HCW through the antibody response against proteic
recombinant antigens from Mycobacterium tuberculosis, GLcB, Hspx and
MPT51. It was observed that almost 70% of HCW presented antibodies (IgM
and IgG) against these antigens. When IgM was measured, the negative
TST HCW showed higher antibodies’s levels than the positive TST HCW.
When IgG was measured, negative and positive TST HCW showed similar
antibodies’s levels. Men and women also showed similar antibodies’s levels
against those antigens. The antibodies’s levels were also similar between
BCG-vaccinated and BCG non-vaccinated HCW, the same occurs among
the different professional categories. There isn’'t any relation between the
antibody responses (humoral response) and TST results (cellular response).
These results showed that the majority of the HCW presented antibodies
against the proteic recombinant antigens GLcB, Hspx e MPT51 of

Mycobacterium tuberculosis independent of the TST response.



1. INTRODUCAO
1.1. HISTORICO

A tuberculose é uma das doencgas infecciosas mais antigas do
mundo. Estima-se que a bactéria progenitora do Mycobacterium
tuberculosis surgiu ha 3 milhées de anos e que ela possa ter infectado os
ancestrais humanos ja naquele tempo (Gutierrez et al. 2005). A migracao
dos primeiros hominideos da Africa iniciou-se ha cerca de 1,7 milhdes de
anos, distribuindo os primeiros habitantes pela terra, e estes provavelmente
levaram consigo todos os seus indesejados hdspedes (Gibbons 2001). Ha
registros de deformagdes 6sseas associadas a tuberculose, como a doencga
de Pott, em mumias egipcias de 5000 anos atras (Cave 1939). Registros de
resquicios de tuberculose na india e na China datam, respectivamente,
cerca de 3300 e 2300 anos atras. Na América do Sul também existem
resquicios de deformidades ésseas sugestivas de tuberculose em mumias
andinas (Daniel 2006).

Na Grécia antiga a tuberculose era conhecida como phthisis ou
‘consumacao’. Hipocrates, por volta de 460 A.C., registrou que esta doenga
atingiu os maiores contingentes populacionais de seu tempo e era quase
sempre fatal. Naquela época a maioria dos autores acreditava que a doencga
era hereditaria. Ja Aristoteles (384-322 A.C.) a considerava contagiosa.
Clarissimus Galen, médico de maior expressao apds Hipdcrates, definiu
phthisis como a ‘ulceragdo dos pulmdes, peito ou garganta, acrescida de
tosse, febre baixa e perda de peso’ (Pease 1940).

A grande epidemia de tuberculose, que ficaria conhecida também
como a ‘praga branca’, provavelmente iniciou-se nos primoérdios do século
XVIl e persistiu cerca de duzentos anos. Os primeiros registros anatdbmicos
a patolégicos desta doenga também ocorreram naquele século. O médico
inglés, Richard Morton, confirmou a existéncia de tubérculos nos pulmdes
de individuos com tuberculose. Gaspard Laurent Bayle provou que os
tubérculos eram a causa e nao produtos da tuberculose. O nome

‘tuberculose’ foi utilizado pela primeira vez pelo médico e professor alemao



Johann Lukas Schodnlein para descrever a ‘doenga com tubérculos’ (Ledo &
Portaels 2007).

A tuberculose teve seu agente etioldgico identificado em 1882 por
Robert Koch. Influenciado pelo seu mentor Jacob Henle, Koch, além da
identificacdo do bacilo tuberculdide, apresentou critérios para estabelecer a
etiologia de doengas infecciosas. Estes estudos seriam mais tarde
conhecidos como os ‘Postulados de Henle-Koch'’, e foram publicados em
1890 (Daniel 2006). Também em 1890, Koch apresenta no Décimo
Congresso de Medicina de Berlin a tuberculina, uma substancia obtida a
partir de extratos das culturas do bacilo tuberculdide com glicerol, que
poderia ser utilizada no tratamento da tuberculose. O uso da tuberculina no
tratamento demonstrou ser ineficaz, no entanto, provou ter valor para o
diagndstico da doenca (Kaufmman & Schaible 2005).

O tratamento da tuberculose inicialmente baseou-se na administragao
de arsénio e ouro mas, eram muitos os efeitos adversos (Benedek 2004).
Na metade de século XIX os doentes comecaram a se recolher a
sanatorios, onde além de descansar recebiam cuidados médicos, dietas
ricas em proteinas, exercicios monitorados (Daniel 2006). Os sanatorios
sao considerados a primeira abordagem terapéutica contra a tuberculose.

Em 1895, a descoberta dos raios-X por Wilhelm Konrad Von Rdntgen
significou um grande avan¢o no diagnodstico e acompanhamento da doencga.
Em 1921, Albert Calmette e Camille Guerin iniciaram estudos clinicos com
uma vacina desenvolvida por eles constituida pelo causador da tuberculose
bovina, o Mycobacterium bovis, atenuado. A vacina ficou conhecida como
BCG (bacilo Calmette-Guerin) e a partir de 1950 ja era recomendada pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) (Andersen & Doherty 2005).

A partir de 1930, com a descoberta dos antibiticos, novas
perspectivas para as doengas como a tuberculose surgiram, e a
quimioterapia prometia ser um grande avango no tratamento e cura de tais
doengas. Em 1944, em New Jersey, Selman Waksman e Albert Shatz
identificaram a estreptomicina (SM), simultaneamente, na Suécia, Jorgen
Lehmann descrevia o sal para-amino-acido do acido salicilico (PAS). Estas

duas substancias se mostraram ativas no tratamento contra a tuberculose e,



em 1950 foram publicados estudos demonstrando que a combinacio entre
as duas era mais eficaz do que o uso delas em separado (Iseman 2002).

Novas drogas foram descobertas ao decorrer do tempo e novos
esquemas terapéuticos introduzidos. A combinagdo de pelo menos trés
substancias compde o regime de tratamento em uso. Dentre as drogas de
escolha estdo a rifampicina, isoniazida, pirazinamida e o etambutol (Chan &
Iseman 2002).

O sucesso do uso destas drogas, no final da década de 70 e inicio da
década de 80, sugeriu que a tuberculose seria um problema controlavel,
uma doencga perto de eliminagcdo (Costa 1988). No entanto, houve um
aumento no abandono do tratamento dando origem ao fendbmeno da multi-
resisténcia, no qual algumas cepas do bacilo conseguem neutralizar a agao
de algumas drogas usadas no tratamento. Mais tarde uma epidemia
emergente, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (em inglés AIDS —
acquired immunodeficiency syndrome), também contribuiu para o aumento
do numero de casos de tuberculose (Le&do & Portaels 2007).

A Organizagao Mundial da Saude - OMS (ou do inglés World Health
Organization - WHO), em 1993, chama a atengao internacional para o
perigo representado pela tuberculose, e sugere o tratamento diretamente
observado de curta duracdo (do inglés DOTS - Directly Observed Treatment
Short Curse) como estratégia de acédo para controle da doenga. As
recomendagdes também incluiam o comprometimento dos governos,
principalmente a garantia do suprimento dos medicamentos (WHO 1993).
No Brasil as medidas sugeridas foram implantadas a partir de 1996. O
Ministério da Saude elaborou um plano emergencial para o controle da
enfermidade através da implementacdo de atividades especificas em 230
municipios prioritarios, nos quais se concentravam 75% dos casos
estimados para o Brasil (Ruffino-Neto 2002).

Outras organiza¢des, como a IUATLD (Internacional Union Against
Tuberculosis and Lung Disease), se unem a WHO na luta contra a
tuberculose e, na Assembléia Mundial de Saude de 2000 reafirmam
parceria e estabelecem novas metas, como a deteccdo de 70% dos novos
casos e cura de 85% destes casos até o ano de 2005. Além disso, a

reducao da incidéncia, chegando a 50% dos niveis de 1990 e a eliminagao



da doenga como problema publico de saude até o ano de 2050 (incidéncia
global de 1/ 1.000.000.000 habitantes) (WHO 2000).

Apesar do esforgo global, a tuberculose persiste. O fenbmeno da multi-
resisténcia se agrava e se torna mais frequente, alcangado indices em torno
de 10% dos casos novos identificados na Estonia, Latvia e partes da Russia
(Dye 2006).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que dois bilhdes de pessoas no mundo estido infectadas com
o M. tuberculosis. Isso significa que a cada trés pessoas uma € portadora
do bacilo e que em 2004 houve 8.9 milhées de casos novos no mundo. A
Africa é a regido com o mais alto indice de incidéncia, 356 por 100.000
habitantes por ano, no entanto, a maioria dos doentes de tuberculose vive
nos paises mais populosos da Asia. Bangladesh, China, india, Indonésia e
Paquistdo, juntos, sdo responsaveis pela metade dos novos casos
registrados no mundo. Apenas vinte e dois paises s&o responsaveis por
oitenta por cento dos novos casos. Um milhdo e setecentas mil mortes
foram registradas no ano de 2004, situando a tuberculose em sétimo lugar
no ranking mundial das causas de morte (Dye et al. 1999)(Dye 2006).

A tuberculose também retarda o desenvolvimento sécio-econdmico,
75% dos doentes estdo em idade produtiva, entre 15-54 anos. Nos paises
em desenvolvimento se encontram 95% do total de casos e 99% das
mortes (WHO 2006). Na maioria dos paises e na maioria dos casos, 0s
homens sdo mais atingidos pela doenga do que as mulheres. Em regides
onde a transmissao é estavel por muitos anos ou o aumento da doenca é
muito grande, a incidéncia se torna maior entre adultos jovens. Grupos de
idosos s&o atingidos quando os casos de tuberculose sdo os de reativagao
de infecgao latente (Borgdorff et al. 2000).

A tuberculose e a AIDS formam uma combinacgao letal, na qual a
presenca de uma acelera o desenvolvimento da outra. A co-infecgdo com o
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) constitui fator de risco para os
pacientes com tuberculose, tanto na reativacdo de uma infeccédo latente

quanto na rapida progressao de uma infeccéo recente. Dos 8,3 milhdes de



casos novos de tuberculose registrados em 2000 no mundo, nove por cento
(7-12%) sao associados ao HIV e esta propor¢do aumenta na regido
africana e também em alguns paises industrializados como os Estados
Unidos (Cobbert et al. 2003).

O aumento global da doenga também pode ser atribuido a proliferagao
de casos nos paises do leste europeu, desde os anos 90, em funcdo do
declinio econdmico e das precarias condicdes de saude. A Africa sub-
Saariana desde metade dos anos 80 vem também contribuindo para este
aumento principalmente devido a epidemia de AIDS que assola aquela
regido. Porém, ja existem registros da desaceleracdo da incidéncia em
ambas as regides (Dye 2006). A queda na incidéncia foi relativamente
rapida na Europa Central e na America Latina (WHO 2006).

O Brasil € um pais em desenvolvimento que faz parte do grupo dos vinte
e dois paises que detém 80% dos casos novos de tuberculose. Apesar da
qgueda na taxa de incidéncia na América Latina e da cobertura do DOTS no
pais ter crescido, alcangando 68% no ano de 2005 (WHO 2005), a
tuberculose ainda € um problema de saude publica.

O Brasil tem uma das maiores taxas de incidéncia do mundo, e em 2005
chegou a 60 casos por 100.000 habitantes e a doencga esta distribuida por
todo o pais. No ano de 2005, as regides Norte, Nordeste e Sudeste
apresentaram as maiores taxas de incidéncia, 47,55, 48,67 e 45,25,
respectivamente, enquanto as regides Sul e Centro-Oeste apresentam as
menores taxas, com 32,62 e 25,82, respectivamente (MS/SVS 2005).

De 2001 a 2004, a regido Centro-Oeste apresentou queda na taxa de
incidéncia da tuberculose. Goias foi o unico estado da regido a acompanhar
esta queda. No ano de 2005, a regiao Centro-Oeste apresentou ligeiro
aumento na taxa de incidéncia, e Goias foi responsavel por 975 novos
casos neste mesmo ano. A regido metropolitana de Goiénia, capital do
estado, foi responsavel por 358 novos casos, apresentando taxa de
incidéncia (19,15) superior a do estado (17,35) (MS/SVS 2005).

O governo brasileiro priorizou o controle da tuberculose e 70% dos
casos novos ja estdo sendo identificados, no entanto, a meta estabelecida
para cura destes casos novos (85%) nao foi alcangada devido

principalmente ao abandono do tratamento (Hijjar 2005).



1.3. AGENTE ETIOLOGICO

O Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), agente causador da
tuberculose, € uma micobactéria pertencente a ordem Actinomycetales,
subordem Corynebacteriaceae, familia das Mycobacteriaceae e ao género
Mycobacterium (Aranazet al. 1999). Pertence também ao chamado
complexo Mycobacterium tuberculosis, constituido de sete espécies e
subespécies que incluem o M.canettii, o M. bovis, M.africanum, M.microti,
M.pinnipedii e o M.caprae. Este complexo tem como caracteristica marcante
a pouquissima variagdo genética inter-espécies, apresentando 99% de
identidade nas sequéncias de nucleotideos, contudo ha poucas evidéncias
de transmissao horizontal de genes entre os seus membros. Acredita-se
que os constituintes do complexo M. tuberculosis sao patdégenos
relativamente recentes que derivam de um ancestral comum (Ernest et al.
2007).

O M.tuberculosis € uma bactéria intracelular facultativa, em forma de
bastonetes retos e finos, e por isso também chamados de bacilos, sem
flagelos, que ndo formam esporos nem produzem toxinas. Apresentam
longo periodo de replicagédo, de 16 a 20 horas e podem ser cultivados em
meios de cultura como o Lowenstein-Jensen e Middlebrook (Crump et al.
2003).

Alguns géneros, como Corynebacterium, Nocardia, Gordona e
Rhodococcus, possuem estrutura e componentes da parede celular
similares aos do Mycobacterium sp, e por isso existem semelhangas entre
os fendtipos, entretanto os acidos micdlicos presentes na parede celular do
bacilo o distinguem das outras micobactérias (Rastogi & Sola 2007).

A caracteristica mais marcante do bacilo € o seu envelope. Este
envelope é formado pela membrana plasmatica, parede celular e uma
camada exterior. A membrana citoplasmatica € composta por
lipopolissacarideos, que também estdo presentes em outras bactérias do
género e conferem protecdo osmotica. Proteinas também compdem esta

membrana e desempenham as mais diversas fungdes, como por exemplo a



de enzimas reguladoras do processo metabdlico e da geragao de energia
(Rastogi & Sola 2007).

A membrana plasmatica é envolta por uma complexa parede celular. A
parede celular € a estrutura responsavel pela protecdo dos constituintes
celulares e pelo suporte mecanico, conferindo ao bacilo a sua forma
caracteristica. Ela € composta por uma camada interna de peptideoglicano
(PG), sutilmente diferente dos presentes nas demais micobactérias.
Covalentemente ligados ao PG estdo ramos de polissacarideos, os
arabinogalactanos (AG), cuja porcao final é esterificada com acidos graxos
de alto peso molecular, os chamados acidos micolicos. Esta estrutura é
chamada de complexo micdlico-arabinogalactano-peptideoglicano (em
inglés MmMAGP complex - mycolyl-arabinogalatan-peptidoglycan complex)
(Brennan 2003). Os arranjos dos acidos micolicos s&o espécie-especificos,
propriedade que permite a identificacdo de varias espécies de
micobactérias por diferentes técnicas (Rastogi & Sola 2007).

A camada exterior a parede celular apresenta uma grande variedade de
lipideos livres: os pitiocerol dimicoserosato (PDIM), glicolipideo fendlico
(PGL) e o sulfolifideos (SL) e glicolipideos de trealose. Atravessando todo o
envelope, com uma extremidade ancorada na membrana plasmatica,
encontram-se alguns glicolipideos como o fosfatidilinositol manisideo (do
inglés, phosphatidyl inositol mannosides — PIM), as lipomananas (LM) e as
lipoarabinomananas (LAM). Estas ultimas também sao espécie-especificas
(Brennan 2003). Intercaladas na parede celular existem algumas proteinas.
Umas sao residentes e outras se encontram em processo de secregao.
Algumas destas proteinas s&o responsaveis pela manutencdo da parede
celular durante toda a vida do bacilo (Rastogi & Sola 2007).

A complexa parede celular do M. tuberculosis confere grande protecao
ao bacilo, protegendo-o da agdo de enzimas hidroliticas e radicais toxicos
produzidos pelos macrofagos (Tiwari et al. 2004). O Mycobacterium
sobrevive em tecidos com alta tensdo de oxigénio, como o encontrado nos
pulmdes. O diéxido de carbono é essencial e pode ser obtido da atmosfera
ou dos carbonatos/bicarbonatos, a temperatura ideal é a de 37°C e o pH
neutro, exatamente o ambiente oferecido por animais de sangue quente
(Rastogi & Sola 2007).



O bacilo consegue sobreviver a algumas condigdes adversas, como
microambientes acidos ou basicos, gerados pela interacdo com os
mecanismos de defesa do hospedeiro, bem como aos acidos presentes no
estbmago. O Mycobacterium tuberculosis também suporta temperaturas
muito baixas, sua viabilidade permanece mesmo apdés congelamento por
longos periodos (de 2-4°C a -70°C), exigindo apenas um periodo de
readaptacdo (Kim 1979). Ele consegue sobreviver a baixas concentracdes
de oxigénio, contando apenas com o suficiente para se adaptar a um
metabolismo fermentador (Wayne &Lin 1982). Entretando, o bacilo se
mostra bastante sensivel ao calor, luz do sol ou radiagdo ultravioleta
(Hobday 1997).

Em 1998, Cole e colaboradores identificaram a completa sequéncia
genbmica da cepa H37Rv do M. tuberculosis, constituida de 3924 genes
individuais, totalizando 4.411.529 pares de base (Cole et al. 1998). A
elucidagdo completa do genoma permitiu a ampliagdo do conhecimento
sobre os varios aspectos desta bactéria, como o seu crescimento lento, a
natureza complexa da sua parede celular, a associagao de certos genes a
viruléncia e persisténcia, a aparente estabilidade do seu genoma, etc
(Menéndez & Garcia 2007) o conhecimento do genoma do M. tuberculosis
H37Rv, do M. tuberculosis CDC 1551 e do M. bovis, tornou possivel o
estudo das proteinas expressas por estes bacilos, sua estrutura e fungao

(www.tuberculosistexbook.com/). Acredita-se que o M. tuberculosis produza

cerca de 1.044 proteinas (Mawuenyega et al. 2005).

A anadlise das proteinas, a comparagdo com a expressdo génica nos
diferentes estados fisiologicos permite a associagdo dos efeitos bioldgicos
com a composigao protéica (Jungblut et al. 1999). A identificacdo das
proteinas expressas pelo M. tuberculosis em culturas in vitro (Samanich et
al. 1998) contribuiu para a correlacdo de certas proteinas as fases da

tuberculose (Demissie et al. 2006).
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Figura 1. Componentes do envelope do Mycobacterium tuberculosis baseado em (Riley
2006).

1.4. ETIOLOGIA e PATOGENIA

A tuberculose é uma doenga infecto-contagiosa causada pelo M.
tuberculosis. A principal manifestacdo da doenca se da nos pulmdes,
todavia outros 6rgdos podem ser acometidos (Robbins et al. 1984). A
transmissao ocorre por meio da inalagdo do bacilo contido em goticulas
expelidas por individuos com a doenca clinicamente ativa, através da fala,
tosse ou espirro (Doherty & Anderesen 2005). O estabelecimento da
doenca depende tanto de fatores associados ao bacilo, como a quantidade
e a viruléncia, quanto de fatores associados ao hospedeiro, como condigao
imunoldgica e caracteristicas genéticas (Dannenberg 1993).

Cerca de 25 a 50% dos individuos expostos ao contato com a
tuberculose pulmonar ativa se tornardo portadores latentes do bacilo. Doze
(12) horas ou mais de exposicdo constituem alto fator de risco,
especialmente em ambientes fechados ou sem medidas de biosseguranca,

como prisdes e hospitais. (Kritski & Melo 2007).



Os bacilos que conseguem ultrapassar as barreiras do trato respiratério
superior e alcangcar os alvéolos pulmonares sao capturados pelos
macrofagos residentes que iniciam o processo de eliminagdo. Citocinas pro-
inflamatorias (como a interleucina 1- IL-1, a IL-6 e o fator de necrose
tumoral alfa — TNF-a) e quimiocinas (como a CCL2, CCL3, CCL7) séo
secretadas pelos macréfagos infectados e estimulam a migracao de células
sanguineas para o sitio da infecgdo. Citocinas como a IL-12 estimulam a
acgao bactericida nos macréfagos e aceleram o recrutamento das células do
sangue. Ela também induz a secreg¢do de citocinas do tipo Th1 (IFN-y)
responsaveis pelo controle imunolégico da infeccao pelo M. tuberculosis
(Hsieh et al. 1993).

No decorrer do processo inflamatério os monécitos evoluem para células
epitelidides e células gigantes multinucleadas e, conjuntamente com os
linfécitos e os polimorfonucleares circundam os macréfagos infectados
formando o granuloma (Andersen 1997). A principal citocina envolvida na
formagdo do granuloma € o TNF-a, produzido pelos macréfagos, células
dendriticas e linfocitos T em resposta ao M. tuberculosis. Esta citocina tem
multiplos papéis na resposta imunolégica e na patologia da doenga. Ao
mesmo tempo em que limita a infeccdo aos pulmbes, agindo como
modulador da inflamagdo, o TNF-a pode causar grande lesédo tecidual
(Flynn & Chan 2001). Além disso, ele também é responsavel por alguns dos
sintomas da doenga como febre e perda de peso (Moreira et al. 1993).

Em individuos mais susceptiveis o granuloma nao € capaz de controlar
a infeccdo e o recrutamento celular € mantido. A amplificacdo da resposta
do hospedeiro leva a uma intensa inflamacéao, destruicdo tecidual, necrose
caseosa e formacgao de lesdes cavitarias. Essa € uma forma de reacéo de
hipersensibilidade tardia (do inglés, delayed-type hypersensitivity — DTH) ao
bacilo (Dannenberg 1994). Neste momento pode haver disseminagcédo de
bactérias viaveis para outros o6rgdos através da via hematogénica
(Andersen 1997). As bactérias viaveis podem também cair nos brénquios,
resultando na continua eliminagdo de material infectante nas expectoracées
(escarro) (Spencer 1985), constituindo fonte de disseminacdo aérea da

doenca.



A maioria dos individuos consegue conter a infecgdo, permanecendo
assintomaticos. As lesdes sao encapsuladas e deixam apenas uma cicatriz
calcificada no local do granuloma. Entretanto, alguns bacilos conseguem
sobreviver e se manter em estado quiescente por varios anos até que
eventualmente o hospedeiro sofra algum tipo de imunodepresséo e o

ambiente se torne favoravel a sua replicagao (Smith & Wiegeshaus 1989).

1.5. RESPOSTA IMUNE A TUBERCULOSE

O M. tuberculosis é um bacilo intracelular que desencadeia no
hospedeiro uma ampla resposta imune. Inicialmente os bacilos que
alcangam os pulmdes s&o reconhecidos pelos macrofagos residentes,
havendo evidéncias de que as células dendriticas e epitelidides alveolares
também sao capazes de reconhecé-los (Bermudez et al. 2002, Bhatt et al.
2004).

O reconhecimento acontece através de uma grande variedade de
receptores, como os da fragdo Fc dos anticorpos, os TLR (do inglés Toll
Like Receptors), principalmente o TLR2 e o TLR4, os receptores do sistema
complemento, como o CR3, os receptores de manose, os receptores de
proteina surfactante e o CD14 (Collins &Kaufmann 2001). A resposta a ser
gerada dependera de qual receptor interagir com o bacilo. A interagdo de
receptores da fracdo Fc dos anticorpos com o bacilo induz a formacgao de
reativos do oxigénio e permite a fusdo do fagossoma com o lisossoma
(Armstrong & Hart 1975), enquanto a interagdo com o CR3 do complemento
impede a geragao de intermediarios do oxigénio e a maturagdo do
fagossoma que contém o bacilo, evitando a sua fusdo com o lisossoma
(Sturgill-Koszycki et al. 1996, Le Cabec et al. 2000)

Depois de reconhecida a bactéria é fagocitada pelo macréfago, formando
o fagossoma. Em seguida ele adquire os marcadores de membrana Rab5 e
EAA1, que permitem a sua fusdo com as vesiculas endossomais que
contém hidrolases e, posteriormente, substituindo os anteriores, adquire os
marcadores Rab7 e LAMP1 que dirigem a fusdo com o lisossoma (Koul et

al. 2004). Uma das enzimas envolvidas neste processo de maturagdo do



fagossoma é a TACO (do inglés, tryptophane aspartate-containing coat
protein), que também esta presente na membrana do fagossoma. O M.
tuberculosis é capaz de reter esta proteina na membrana, impedindo a
maturacdo deste fagossoma e consequentemente a sua fusdo com o
lisossoma (Ferrari et al. 1999).

As células dendriticas também passam por um processo de maturagao
apos fagocitar o bacilo. Este processo envolve a expressdo de moléculas
co-estimulatorias (CD40, B7.1 e B7.2), moléculas de adeséo e receptores
para quimiocinas, principalmente para o CCR7, que permite a migragao
desta célula para o linfonodo drenante mais proximo (Bhatt et al. 2004,
Buettner et al. 2005). No linfonodo as células dendriticas apresentam os
antigenos micobacterianos as células T CD4" e CD8" virgens, que se
ativam, proliferam e migram de volta ao sitio da inflamagao para exercerem
suas fungdes efetoras (Tufariello et al. 2003).

No sitio da infec¢ado, enquanto processam o bacilo, macréfagos e células
dendriticas secretam citocinas e quimiocinas proinflamatérias, como o TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-8 e MIP-1 que desencadeam a migragdo de células
sanguineas para o sitio da infeccdo (Dannenberg 1993), Toda essa
mobilizacdo de células culminara no isolamento do macroéfago infectado,
levando a formagao do granuloma, promovendo a interagao entre as células
imunes para a eliminagdo do bacilo, limitando a inflamagdo a um sitio
especifico e impedindo a disseminagao do bacilo (Algood et al. 2005).

O granuloma é a lesado caracteristica da tuberculose, e se constitui
numa estrutura bem organizada, entretanto a natureza das células
recrutadas e o relacionamento espacial entre elas ainda estdo sendo
esclarecidos (Gonzalez-Juarrero et al. 2001, Kaplan et al. 2003, Ulrichs et
al. 2004). Estudos imunohistoquimicos em camundongos revelaram que as
células T (CD3*, CD4" e CD8"), neutrdfilos e células dendriticas nao
estabelecem um padrdo de localizagdo no granuloma, que as células B
formam agregados bem organizados cercados por macrofagos, e que as
células gigantes multinucleadas estdao ausentes bem como a necrose
caseosa no centro do granuloma. Em humanos ocorre necrose caseosa
central circundada por linfécitos T e macréfagos. As células mononucleares

recrutadas se desenvolvem e formam células gigantes multinucleadas



também circundando este sitio. Polimorfonucleares como os neutréfilos
também estdo presentes. A caracteristica comum as duas espécies € a
formagdo de agregados de células B. Nos humanos esses agregados
situam-se na periferia dos linfécitos T e macrofagos que envolvem a
necrose, cercados por células T e por alguns macrofagos randomicamente
distribuidos (Tsai et al. 2006).

O granuloma é o local de interagbes intensas e dinamicas entre as
células T, os macréfagos e as células dendriticas (Tsai et al. 2006). Os
macrofagos e as células dendriticas processam o bacilo nos seus fago-
lisossomas e apresentam os peptideos resultantes complexados as
moléculas de histocompatibilidade principal (do inglés Major
Histocompatibility Complex — MHC) de classe | e Il as células T CD8" e T
CD4", respectivamente. Ao mesmo tempo secretam citocinas que atuam
estimulando as células produtoras de IFN-y, que por sua vez potencializam
a agao microbicida dos macréfagos com a consequente destruicdo do bacilo
(Flynn & Chan 2001).

A IL-12 é a principal citocina produzida por macrofagos e células
dendriticas apds a fagocitose do bacilo. Ela estimula as células T (CD4" e
CD8") e NK a secretarem IFN-y, principal indutor da producdo de 6xido
nitrico (NO) e de reativos intermediarios do oxigénio (do inglés, reactive
nitrogen intermediates — RNI) através da agdo da oxido nitrico sintase (do
inglés, nitric oxide synthase - NOS2), responsaveis pela destruicdo do
bacilo (Ding et al. 1988). Este perfil de citocinas (IL-12, IFN-y) chamado de
Th1 € o principal responsavel pela resposta protetora a infeccdo com M.
tuberculosis (Flynn & Chan 2001). Camundongos BALB/C que receberam
IL-12 antes de serem desafiados com o M. tuberculosis, apresentaram
carga bacteriana reduzida e aumento na sobrevida (Flynn et al. 1995).
Criangcas com receptores defeituosos para IFN- y e IL-12 sdao mais
susceptiveis a doengas micobacterianas (Jouanguy et al. 1999, Alcais et al.
2005), sugerindo ser o padrao Th1 protetor também em humanos.

As células T CD4" sdo as principais células envolvidas na ativagéo dos
macrofagos, produzindo IFN-y que age sobre estes macréofagos ativando-os
e induzindo os mecanismos microbicidas. O IFN-y juntamente com o TNF-a

potencializam ainda mais a agdo microbicida dos macréfagos (Kaufmann



2002). Experimentos com murinos depletados de células T CD4"
demonstram a importancia destas células na resposta a infecgao pelo M.
tuberculosis (Muller et al. 1987). Pessoas com prova tuberculinica positiva
(PT+), co-infectados com o HIV, apresentam chances aumentadas tanto de
desenvolver quanto de reativar a tuberculose, quando os niveis de células T
CD4" se encontram baixos no sangue periférico (Selwyn et al. 1989). Em
um modelo murino de tuberculose latente a deplecdo por anticorpos de
células T CD4" resultou na rapida reativacdo da doenca, apesar da
presenca do IFN-y e da enzima indutora da producgédo de éxido nitrico (do
inglés inducible nitric oxide synthase - INOS), sugerindo que estas células
tenham um papel adicional na prevengao da reativagdo da tuberculose
(Scanga et al. 2000). Na tuberculose humana algumas evidéncias
experimentais sugerem que as células T CD4" desempenham também uma
acgao citolitica na resposta imune no pulmao (Tan et al. 2000).

A célula T CD8" é outra célula envolvida na resposta a infecgéo pelo
M. tuberculosis. Células T CD8" especificas para antigenos
micobacterianos tém sido isoladas de hospedeiros infectados ou geradas
por imunizagao (Lalvani et al. 1998). Camundongos deficientes em .-
microglobulina, proteina associada a molécula principal de
histocompatibilidade (MHC), CD8a e perforina sdo mais susceptiveis a
infeccdo com o bacilo da tuberculose do que o tipo selvagem (Collins et al.
2001). Os mecanismos efetores das células T CD8" s&o constituidos pela
secrecao de IFN-y e TNF-a, e a agao citotoxica sobre a célula infectada
através da liberagdo de granulos contendo perforina, granzima e
granulosina (Collins et al. 2001), ou induzindo apoptose pela via CD95-
CD123 (Brookes et al. 2003).

Existe um tipo mais raro de célula T, a célula T yd, também presente
na resposta ao bacilo da tuberculose. Esta célula representa menos de 5%
dos linfocitos do sangue periférico de camundongos e humanos (Janis et al.
1989). Alguns estudos tém sugerido que a célula T yd pode estar envolvida
na primeira linha de defesa contra as proteinas micobacterianas de choque
térmico ou ainda de ligantes nao-peptidicos de baixo peso molecular
(Andersen 1997). Outra provavel explicacdo para o recrutamento destas

células para o local da infeccdo micobacteriana é que elas direcionariam a



formagao do granuloma, isso esclareceria o desaparecimento das células T
yd da circulagdo sanguinea de pacientes com tuberculose (Collins et al.
2001).

Acredita-se que as células NK (do inglés natural Killer) estdo
envolvidas na primeira linha de defesa contra a infeccdo com o M.
tuberculosis. Estas células se mostraram aumentadas nos pulmbes de
camundongos C57BL/6 nos primeiros 21 dias apds a infec¢ado por aerosol
com micobactérias do complexo M. tuberculosis, estando também
associados altos niveis de IFN-y. Entretanto a deplecdo das células NK
nestes camundongos nao influenciou a diminuicdo da carga bacteriana,
demonstrando que apesar da produg¢ao de IFN-y ndo sdo essenciais para a
resisténcia do hospedeiro (Junqueira-Kipnis et al. 2003).

As células B também estao presentes no sitio de infecgao e participam
da resposta imune (Tsai et al. 2006). Porém, as células B sao ativadas
principalmente no linfonodo drenante. A célula dendritica madura chega ao
linfonodo e prima células T, que podem ativar células B tanto pela secrecéo
de IL-2, IL-4 e IL-5, quanto pelo contato intercelular direto (Clark et al.
1992). No contato célula B e T, a interagao entre a molécula CD40 e CD40-
Ligante, presente respectivamente nas células B e T, é fundamental para a
completa ativagcédo da célula B (Noelle et al. 1992). Apés ativacdo a célula B
entra em proliferacdo, e gera dois clones: um de células B de memoria e
outro de células B efetoras, que sao as produtoras de anticorpos, chamadas
de plasmécitos (McHeyzer-Williams et al. 2005). A deteccao da presencga de
anticorpos contra antigenos micobacterianos € o método mais utilizado para
testes de diagnostico na tuberculose (Laal et al. 1997, Senol et al. 2007).
Novos aspectos sobre a funcdo da célula B, além da producdo de
anticorpos, também vém sendo pesquisados, e um estudo revela uma
possivel contribuicdo desta célula no controle da progresséo da inflamagéao
e da carga bacteriana em camundongos desafiados com o M. tuberculosis
(Maglione et al. 2007).

Apesar da resposta Th1 conseguir limitar a replicagdo do bacilo e a
sua disseminacao, ela ocasiona leséo tecidual. O sistema imune possui os
seus mecanismos de supressao para controlar a imunopatologia gerada. A

producdo de citocinas antiinflamatdrias, como a IL-4 e IL10 (Th2), em



resposta a antigenos persistentes como o M. tuberculosis, pode regular a
resposta imune, reduzindo o dano tecidual, no entanto, o excesso dessas
citocinas também podem resultar na falha do controle da infec¢ao
(Sharma& Bose 2001). A exacerbagao da resposta gerada por qualquer um
dos dois perfis, Th1 (IL-12, IFN-y) ou Th2 (IL-4), pode causar doenca,
apesar de um regular o outro.

Uma nova populagdo de células T CD4" que podem estar envolvidas
no processo de regulagdo da resposta imune vem sendo descrito. Sdo as
chamadas células T regulatérias (Treg) que apresentam o fendtipo
CD4+CD25"" representando cerca de 1-2% das células T CD4"* (Baecher-
Allan et al. 2001). O fator de transcrigdo do gene que controle esta fungéo
regulatoria, chamado de FoxP3 (do inglés, forkhead box p3), vem sendo
usado como marcador para célula Treg, ja que o CD25 é o marcador de
ativacdo de todas as céluas T (Fontenot et al. 2005). O papel das células
Treg na tuberculose vém sendo estudado, e esta populagdo de células
parece estar aumentada em pacientes com a doenga ativa, contribuindo

para a supressao da resposta Th1 (Guyot-Revol et al. 2006).

1.6. SORODIAGNOSTICO e os ANTIGENOS do M. tuberculosis

O diagndstico da tuberculose é baseado na detecgcdo do bacilo em
espécimes do trato respiratério inferior (tuberculose pulmonar) ou de outros
sitios de infeccdo (tuberculose extrapulmonar). Embora varios métodos
baseados em biologia molecular tenham sido desenvolvidos, os testes
considerados padrdo ouro para diagnéstico ainda sdo a baciloscopia
(exame BAAR - bacilo alcool-acido resistente) e a cultura em meio
Loweinstein-Jensen do escarro de individuos sintomaticos (Waard &
Robledo 2007).

Apesar do baixo custo e da rapidez do resultado, a baciloscopia
apresenta larga amplitude na sensibilidade (30-80%), visto que alguns
pacientes possuem baixa carga bacilar e consequentemente apresentam
resultado negativo para este teste. Ja a cultura se mostra mais sensivel e

especifica e consegue detectar a presenca do bacilo mesmo em pacientes



com baixa carga bacilar. Entretanto, este teste requer um tempo maior para
a revelacgao do resultado (de 3 a 8 semanas) (Nelson et al. 1998).

A prova tuberculinica (PT) é uma ferramenta auxiliar no diagndstico da
tuberculose. Este teste é feito através da avaliacdo da resposta imune
mediada por células na forma de hipersensibilidade tardia em resposta a
aplicacao intradémica de um derivado protéico purificado (do inglés purified
protein derivative — PPD). A PT apresenta varias limitagbes: baixa
especificidade em paises onde ha a vacinacido com o BCG e a exposicao a
micobactérias ambientais; baixa sensibilidade em individuos em condi¢des
de imunodepressado (HIV positivos, tuberculose avangada, desnutridos);
variabilidade na interpretacdo do resultado (dependente de técnicos
treinados); e exige uma segunda visita do individuo testado para a
realizacédo da leitura do teste (Pai et al. 2004). Apesar destas limitagdes, a
PT ainda é amplamente utilizada, principalmente no diagnéstico da
tuberculose latente. O tratamento da tuberculose latente, baseada no
resultado da prova tuberculinica, reduz em 60% o risco de ativacdo da
doenca (Pai et al. 2004).

Outros métodos imunolégicos também sédo usados para inferir sobre a
presenca da infeccdo ou da doenca. A imunocromatografia, o ELISA (do
inglés, enzyme linked-absorbent immunoassay — ensaio imunoenzimatico) e
o Western blot sdo métodos baseados na resposta imune humoral dos
individuos suspeitos (Daniel 1996, Gounder et al. 2002, Beck et al. 2005).
Métodos baseados na resposta imune celular, como o QuantiFERON-TB,
que avalia a producao de IFN-y liberado pelas células T apds estimulo com
o PPD/antigenos purificados (ESAT-6 e CFP-10) (Mori et al. 2004), ou o
teste ELISPOT ( do inglés Enzyme-Linked ImmunoSPOT) que permite
quantificar o numero de células produtoras de citocinas ou de anticorpos
apos estimulo antigénico, também sao utilizados (Sousa et al. 2000). Dentre
estas técnicas, a do ELISA se sobressai principalmente em funcdo da
facilidade de execucao do ensaio, que é relativamente simples e nao requer
aparelhos sofisticados, da boa especificidade e sensibilidade, e dos baixos
custos.

Os avangos das técnicas moleculares, como 0 sequenciamento

gendmico, a clonagem, e a expressao e purificacdo de proteinas, acelerou a



identificacdo de novos antigenos para testes sorolégicos na tuberculose
(Abebe et al. 2007). Dentre os mais estudados estido as proteinas do filtrado
de cultura do M. tuberculosis (Sonnenberg & Belisle 1997, Samanich et al.
1998). As proteinas ESAT-6 (do inglés early secretory antigenic target 6) e
CFP-10 (do inglés culture filtrate protein 10) que sao codificadas pela regiao
RD-1 (do inglés Region of Difference 1) de varias espécies do complexo M.
tuberculosis exceto nos subtipos do M. bovis, sdo as proteinas mais
largamente estudadas para teste de diagnostico da tuberculose (Ravn et al.
2005, Goletti et al. 2006). Outras proteinas do filtrado de cultura foram
identificadas e o0 seu uso em teste para diagndstico também foi proposto,
dentre elas estdo a Hspx (do inglés heat shock protein- proteina de choque
térmico), também chamada de a-cristalina, a malato sintase (GLcB),
também chamada Mtb 81 e a MPT-51, também conhecida como FbpC1.

A Hspx (Rv2031c) é uma proteina reguladora citosdlica, especifica
do complexo M. tuberculosis, e essencial para a sobrevivéncia do bacilo em
condigdes hostis no hospedeiro (Wayne 1994). Esta proteina é indetectavel
durante o crescimento exponencial do bacilo mas €& encontrada em altas
concentragbes durante a fase estacionaria (latente) (Demissie et al. 2006),
bem como em situagdes de estresse, onde ha privacdo de oxigénio,
nutrientes, baixo pH e acumulo de radicais livres (Abebe et al. 2007). Alguns
estudos revelam que a Hspx também pode funcionar como uma
chaperonina auxiliando na manutencdo da conformacao final de proteinas
recém formadas (Qamra et al. 2005). Bactérias depletadas do gene Acr que
codifica a proteina Hspx ndo conseguem crescer dentro dos macréfagos
(Yuan et al. 1996). A Hspx tem sido usada na detecgdo de anticorpos no
soro de pacientes com tuberculose isoladamente ou associada a outras
proteinas como a 38kDa (Beck et al. 2005, Senol et al. 2007). Usando
testes de ELISA, Raja et al(2002) mostraram sensibilidades de 62%, 52% e
11% e especificidades de 100%, 97% e 95% nas dosagem de IgG, IgA e
IgM em criangas com baciloscopia e cultura positivas para tuberculose.

A malato sintase ou GLcB (Rv 1837c), também chamada de Mtb81, é
uma proteina de 80-88 kDa, homologa a GLcB das bactérias
Corynebacterium glutamicum e da Escherichia coli, que atua como enzima

na via da sintese do glicose-oxalato, catalisando a assimilagdo de carbono



como fonte de energia para o bacilo (Smith et al. 2002). Recentemente a
GLcB também tem sido associada a ligacdo do bacilo a laminina e a
fibronectina das células epiteliais do pulméo através do seu dominio C
terminal (Kinhikar et al. 2006). Pacientes com tuberculose apresentam forte
resposta humoral a GLcB (Laal et al. 1997). Em estudos realizados com
soro de pacientes com tuberculose pulmonar e co-infectados com o HIV de
Uganda e da Africa do Sul, 92% (25/27) dos co-infectados apresentaram
anticorpos contra a GLcB, enquanto 56% (38/67) dos pacientes somente
com tuberculose se mostraram responsivos (Samanich et al. 2000). Varios
estudos tém sugerido que esta proteina € imunodominante em pacientes
HIV-negativos e TB positivos e em pacientes TB-HIV co-infectados, e que
nestes ultimos, anticorpos contra a GLcB estdo presentes meses antes da
manifestacéo clinica da doenga (Samanichet al. 2000, Singh et al. 2005).

A MPT51 é uma proteina de 27 kDa, codificada pelo gene FbpC1
adjacente ao gene FbpA que codifica as proteinas do complexo antigeno 85
(Ag 85 A,B e C). Apesar da proximidade dos genes, que sugere um evento
de duplicacédo de evolucao recente, ha diferengas estruturais entre a MPT-
51 e as demais proteinas do complexo 85, refletidas na sua funcao
biologica na parede celular do bacilo que ainda necessita de
esclarecimentos (Ramalingam et al. 2004). Em seu estudo Wilson e
colaboradores caracterizaram a MPT51 como uma proteina pertencente a
classe das ap hidrolases nao-cataliticas, com funcéo de ligagado ao tecido
do hospedeiro através da fibronectina (Wilson et al. 2004). Em ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) esta proteina tem alcancado indices de
sensibilidade e especificidade de 71% e 95% respectivamente (Ramalingam
et al. 2004). Em um teste de ELISA, dosando-se os anticorpos contra a
MPT51 e a GLcB, 90% dos pacientes com tuberculose co-infectados com
HIV reconheceram estas duas proteinas durante a fase subclinica da
doenca (Singh et al. 2005).

Um dos atuais desafios no controle da tuberculose é o diagndstico da
infeccao na fase latente, na qual o individuo infectado & assintomatico.
Testes utilizando a quantificagdo do IFN-y produzido por células T em
resposta a antigenos micobacterianos vém sendo propostos, e Kkits

comerciais baseados nesssa técnica ja estao disponiveis. Entretanto, estes



testes sdo de alto custo e sua sensibilidade em areas endémicas da
tuberculose é muitas vezes inferior a PT (Pai et al. 2004). Varios
imunoensaios utilizando proteinas recombinantes do M. tuberculosis vém
sendo descritos para diagnéstico da tuberculose latente (Davidow et al.
2005, Demissie et al. 2006).

1.7. TUBERCULOSE LATENTE

O M. tuberculosis € um patégeno capaz de causar tanto a doenga
ativa quanto infeccado latente. Na maioria dos casos o sistema imune é
capaz de controlar a infecgao e apenas 10% dos infectados desenvolvem a
doenga (Sudre et al. 1992). Alguns fatores podem contribuir para o
desenvolvimento da doenca, como a infecgdo por HIV, desnutricido,
tratamento prolongado com corticoides e abuso de alcool e drogas (Flynn &
Chan 2005). Mesmo apds o controle da infeccdo primaria alguns bacilos
podem se manter viaveis, num estado de dorméncia ou de replicagdo muito
lenta pelo resto da vida do hospedeiro. O termo laténcia ja foi alvo de muita
discussao, e o consenso atual € de que ndo ha dorméncia e sim um estado
de persisténcia sem replicagao ou de replicagdo muito lenta (Orme 2001). O
termo latente se refere entdo ao estado onde o individuo infectado
permanece clinicamente assintomatico. Estima-se que um terco da
populacdo mundial esteja infectado pelo M. tuberculosis, e em areas
endémicas da doenga muitos casos novos decorrem da reativagédo do bacilo
em individuos com infecgao latente (Parrish et al. 1998).

Acredita-se que as condi¢cdes que levem o bacilo a um estado latente
sdo aquelas onde haja baixa concentracdo de oxigénio e de nutrientes e
producao local de TNF-a e o6xido nitrico (NO), como as encontradas no
granuloma croénico (Parrish et al. 1998). Em um modelo experimental de
infeccao latente, o bacilo é capaz de infectar as células epiteliais do pulméo
e, como estas ndo sao células fogocitarias profissionais ndo conseguem
destrui-lo bem como apresenta-lo via MHC 1I, e entdo o bacilo permanece
dentro delas (Arriaga et al. 2002).

Para que a infeccdo latente se estabeleca é necessario que o bacilo se

proteja das defesas do hospedeiro. E 0 que se denomina mecanismo de



evasdo. Apesar da resposta imune do hospedeiro, o M. tuberculosis
consegue impedir a acidificagdo do endossoma e a sua fusdo com o
lisossoma (Stewart et al. 2005), regulando negativamente a expressao de
MHC de classe Il (Noss et al. 2000), estimulando a secrecdo de citocinas
imunodepressoras como a IL-10 ou TGF- (Hirsch et al. 1994, Rojas et al.
1999).

De uma maneira mais simplista a tuberculose latente pode ser vista como
o equilibrio entre o hospedeiro e o M. tuberculosis. Em resposta a infecgao,
a maioria dos individuos desenvolve uma ampla resposta imune,
culminando na formacgao do granuloma que aparentemente contem o bacilo.
O hospedeiro evita o desenvolvimento da doengca e o bacilo a sua
eliminacéo (Flynn & Chan 2001).

1.8. TRABALHADORES DA AREA DA SAUDE

Os paises em desenvolvimento sao responsaveis por 90% dos casos
de tuberculose no mundo, e em consequéncia da limitacdo dos recursos
financeiros o controle da doenca baseia-se na detecgao e tratamento dos
casos novos. Muitas vezes até as medidas de baixo custo na prevengao da
transmissao nos locais de atendimento sdao raramente implementadas
(Joshi et al. 2006).

Os trabalhadores da area da saude (TAS) constituem um grupo
exposto a um alto risco de contaminagdo e adoecimento. Na era pré-
quimioterapica para a tuberculose, o risco anual de infecgdo de TAS era de
aproximadamente 80%. Apesar deste risco ter diminuido com o
desenvolvimento da poliquimioterapia, estima-se que 1 a 10% dos TAS que
atuam em instituicdes que registrem 200 casos de tuberculose por ano se
tornarao infectados (Tam & Leung 2006).

Um estudo sobre a infecgao latente da tuberculose entre TAS de
paises em desenvolvimento revelou que ha uma grande variabilidade entre
0s paises quanto a prevaléncia da infecgdo latente em estudantes de
medicina e enfermagem (2 a 40%), porém, as estimativas individuais se
correlacionavam com os indices de incidéncia da doenga de cada pais.

Considerando todas as classes de trabalhadores, a prevaléncia da infeccao



latente foi associada a idade a aos anos trabalhados na area da saude,
chegando a triplicar nos individuos que tinham mais de dez anos de
trabalho. A prevaléncia entre enfermeiros foi maior do que nos outros
profissionais (Joshi et al. 2006).

No Brasil, uma avaliacdo feita em hospitais de trés capitais, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo e Belo Horizonte, revelou altos indices de positividade
(63%) e conversdo (10.7/1000 p-m) na prova tuberculinica entre os
trabalhadores, apesar destes indices oscilarem entre os hospitais. A
positividade na PT foi maior no hospital que servia a maior populacao
urbana, com maior incidéncia de individuos HIV positivos. Os indices de
conversdo na PT foram duas vezes maiores nos hospitais que n&o tinham
medidas de controle de infeccdo do que os que possuiam alguma medida.
Maiores indices de conversao entre enfermeiros também foram observados,
sugerindo maior risco ocupacional nesta classe (Roth et al. 2005).

Um estudo realizado com trabalhadores da saude num hospital
universitario em Lima, no Peru, 63% dos participantes apresentou prova
tuberculinica positiva, e 36 individuos desenvolveram tuberculose pulmonar
(Alonso-Echanove et al. 2001). Num estudo realizado com enfermeiros de
um hospital de referéncia em Goiania o indice de positividade na PT foi de
69.5% e entre os participantes dois individuos desenvolveram tuberculose
extra-pulmonar (Lopes et al. 2007).

A incidéncia da tuberculose entre os profissionais da area da saude
reflete as condicbes a que estes individuos estdo expostos, revelando a
necessidade do acompanhamento anual da saude destes profissionais bem
como de melhoria nas medidas preventivas de biossegurancga, buscando a

interrupcao do ciclo de transmissdo nosocomial da tuberculose.

2. JUSTIFICATIVA

A tuberculose € uma doenca mundial que atinge especialmente os
paises em desenvolvimento como o Brasil. Individuos mais expostos ao
risco de infecgdo pelo M .tuberculosis, como os trabalhadores da area da
saude, podem figurar entre os portadores de infecgao latente, os quais nao

apresentam sintomatologia, podendo funcionar como ‘reservatoério’ da



doencga. Goias apresenta grande numero de novos casos, e um estudo
realizado num hospital de referéncia no tratamento da tuberculose revela
que 69.5% dos seus enfermeiros apresentam prova tuberculinica positiva
(Lopes et al. 2007).

Ainda sdo escassos na literatura estudos sobre o perfil imunolégico
(celular e humoral) de trabalhadores da saude portadores ou nao de
infeccdo latente pelo M. tuberculosis, e a obtengcdo destes dados vem
adquirindo importancia, principalmente para o esclarecimento do estado
imunoldgico desta fase da doenga. Com o intuito de contribuir para o
esclarecimento deste problema o presente trabalho mostra o perfil de
anticorpos dos trabalhadores da area da saude de um hospital de referéncia
para tuberculose frente a alguns antigenos recombinantes do M.

tuberculosis, utilizando como técnica o ensaio imunoenzimatico (ELISA).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Detectar, através do ensaio imunoenzimatico (ELISA), a presenca
de anticorpos das classes IgM e IgG contra antigenos recombinantes GLcB,
Hspx e MPT51 do Mycobacterium tuberculosis.

3.2. Objetivos Especificos:

- Quantificar os niveis séricos de anticorpos (IgM e 1gG) nos trabalhadores
da area da saude;

- Verificar se ha influéncia da vacinacdo com BCG e do ambiente de
trabalho nos niveis de anticorpos encontrados;

- Correlacionar os niveis de anticorpos encontrados nas reag¢des de ELISA
com os resultados da prova tuberculinica destes trabalhadores da area da

saulde;

4. METODOLOGIA

4.1. Grupo de estudo: trabalhadores da area da saude (TAS)



Os TAS participantes deste estudo foram recrutados no Hospital Anuar
Auad (Hospital de Doencas Tropicais - HDT) de Goiania, durante o periodo
de junho de 2001 a junho de 2004. Duzentos e noventa e nove (299)
trabalhadores aceitaram participar deste estudo. Os critérios de incluséo
foram: jornada de trabalho de pelo menos vinte horas semanais, qualquer
sexo ou raga, idade acima de 18 anos, auséncia de histérico de doencgas
cronicas, ou gravidez, teste de HIV negativo, BCG vacinados ou nao.
Amostras de soro foram coletadas e armazenadas a -20°C até o momento
da realizacido dos ensaios. O termo de consentimento livre e esclarecido foi
aprovado pelo comité de ética e pesquisa do referido hospital e assinado
por todos os participantes.

Trabalhadores da area da saude (TAS) — enfermeiros e técnicos em
enfermagem, médicos, nutricionistas, cozinheiras, faxineiras, funcionarios
da administracao, laboratoristas, farmacéuticos - do Hospital HDT foram
convidados a participar deste estudo. Todos os trabalhadores, que
aceitaram participar e assinaram o termo de consentimento, foram
submetidos a prova tuberculinica (PT), realizada no préprio HDTAA
segundo a técnica de Mantoux (2U de PPD Rt 23), e classificados em PT
positiva ou negativa. Do total de duzentos e noventa e nove (299) individuos
participantes, 122 foram classificados como PT positiva (indurag&o cutanea
>= 10 mm de didmetro) e 177 como PT negativa (induragcéo cutanea < 10
mm de didmetro). A maioria dos participantes era constituida por mulheres,
com média de idade de 48 anos, vacinadas com BCG (65,5%) e com tempo
médio de onze (11) anos de servico na area da saude. No momento da
inclusdo dos individuos na pesquisa todos estavam saudaveis. Os dados

demograficos dos 299 participantes estao contidos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas socio-demograficas dos trabalhadores da area da saude do
Hospital HDTAA de Goiania.

Total de Idade Vacinacao Tempo de
participant (média/anos) BCG servigco na
es saude
(299) (média/anos)
Homens 41 38,29 30/41 7,65
Mulheres 258 48,46 169/258 11,34




4.2. Antigenos Recombinantes

Mediante convénio de colaboragao (NO1-Al-75320) entre a Universidade
Federal de Goias (UFG) e a Universidade do Estado do Colorado (CSU)
dos Estados Unidos, os plasmideos dos antigenos proteicos recombinantes
GLcB (Rv1837c), Hspx (Rv2031c) e MPT51 (Rv3803c) do M. tuberculosis
foram cedidos.

Os plasmideos foram introduzidos em células de E.coli BL-21 (DE3)
por eletroporacdo. As E.coli transformadas foram plaqueadas em meio LB
agar com ampicilina (20 mg/ml) e cloranfenicol (10mg/ml) e incubadas por
dezoito (18) horas em estufa a 37°C para crescimento. O crescimento neste
meio refletiu o0 sucesso na incorporagdo do plasmideo. As células
transformadas foram entao repicadas em 500 ml de caldo LB acrescido de
ampicilina e cloranfenicol, usando as mesmas concentragcdes anteriores, e
incubadas em shaker a 37°C. Quando atingiu-se a densidade ética de 0,6
(ODsgno) foi acrescentado 50 ul de isopropil-D- tiogalactopiranosida (IPTG)
100 mM, para indugao da expressao das proteinas, e incubado por mais 4
horas no shaker a 37°C. As células induzidas foram colhidas por
centrifugagéo a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C. O pellet da cultura foi
armazenado em freezer a -80°C até o momento da purificagdo. Esta
primeira etapa foi realizada no Laboratério de Bacteriologia Molecular do
IPTSP/UFG.

O pellet contendo as proteinas recombinantes foi ressuspenso em
tampéo contendo 50 mM Tris pH 8,0, 150Mm NaCl e imidazol 5mM até
adquirir aparéncia homogénea. As células foram submetidas a duas
passagens no French press Cell rating (aparelho de lise mecanica por
pressdo negativa) a uma pressao de 2000 psi, obtendo-se um lisado
limpido. A solugao lisada foi centrifugada 10.000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante, onde se encontravam as proteinas, filtrado em membrana
milipore 0.40um. Em seguida a solugéo filtrada foi introduzida num sistema
conectado a uma coluna de niquel sefarose (AKTA prime, GEHeathCare)
num fluxo de 5mil/min. Neste sistema a solucéo lisada é levada até a coluna,

onde as proteinas se ligam através da sua cauda de histidina. Faz-se a



lavagem do sistema para retirada dos restos celulares e para que a
densidade otica atinja o padrdao basal. Procede-se a eluigdo da proteina
com uma solugdo de 50Mm Tris pH 8.0, 150 Mm NaCl e 250 mM imidazol).
As fracdes da eluicdo sédo coletadas e analizadas em SDS-PAGE usando
gel de poliacrilamida a 12%. As fragdes contendo as proteinas sao
dialisadas com a solugdo de Tris 10mM pH 8,8, NaCl 20mM, a 4°%C
overnight sob leve agitacdo. A concentragdo das proteinas foi determinada
através do Método de Bradford, pela comparacdo com uma curva padrao de
albumina (Protein Assay Kit Il — BioAgency). Esta etapa foi realizada no

Laboratério de Biotecnologia do Instituto Butantan.

4.3. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O antigeno protéico recombinante foi diluido em tampao 0,015M
carbonato-bicarbonato pH 9.6 a 2,5ug/ml e distribuido (50ul/pogo) em
placas de poliestireno (NUNC) com 96 pogos e incubados a 4°C overnight
para adsorgao. Em seguida fez-se o bloqueio da reacao distribuindo-se nos
pocos (100 ul) PBS pH 7,3 + leite desnatado 1%, incubando-se as placas
por 2 horas a 37°C. Os soros foram diluidos em PBS+ leite desnatado 0,05
%, a 1/10 para IgM, e a 1/100 para IgG, e em seguida distribuidos nos
pocos (50 pl) e incubados por 2 horas a 37°C. Os anticorpos de cabra anti-
IgM e anti-lgG humanos marcados com peroxidase (Bio-Rad) foram diluidos
em PBS pH 7.3 + leite desnatado 0.05%, a 1/3000 para IgM e a 1/15000
para IgG, e distribuidos (50ul) nos pogos e incubados por 1 hora a 37°C. O
volume de 50ul do substrato-cromégeno (ortofenilenodiamina — OPD -
5mg/ml+ perdxido de oxigénio 30 volumes+tampéo citrato-fosfato pH 5,0-
5,2) foi adicionado a placa e esta foi deixada a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, por 15 minutos. Em seguida adicionou-se acido sulfurico 4N
(50 wl) para finalizar a reagdo. Procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro
para ELISA (Thermo Systems Multiskan) utilizando o filtro de 492nm. Entre
as etapas de bloqueio, adicdo do soro e adigdo do conjugado, as placas

foram lavadas seis vezes com PBS+tween 20 a 0,05%.



4.4. Limiar de reatividade (cut off): Consideramos leituras representativas
da presenga do anticorpo aquelas iguais ou superiores a dez vezes o valor

da média dos controles do substrato (brancos) da reacao (= 0.250).

4.5. Analise Estatistica

A comparagao entre as variancias das densidades dticas (DO) e os
respectivos desvios padroes (DP) obtidos nos diferentes grupos foi
realizada por ANOVA, testes ndo paramétricos de Mann Whitney e Kruskal
Wallis. Para resultados significativamente diferentes foi considerado p<0,05.
O teste t foi usado para avaliacdo da diferenca entre as médias. Os dados
foram analisados com a ajuda dos programas GraphPad Prism 4 (2002) e
Excel 2007. Estes programas também foram usados na construgdo dos

graficos.

5. RESULTADOS

5.1. Resposta Imune Humoral dos Trabalhadores da Area da Saude
(TAS)

A maioria dos TAS apresentou anticorpos contra os antigenos
recombinantes do M. tuberculosis. Diante do antigeno GLcB, 99% dos TAS
apresentaram anticorpos da classe IgM, ou seja, dos 299 participantes 296
obtiveram leituras no ELISA (iguais ou superiores a 0.250) que refletiram a
presenca dos anticorpos. Dentre os TAS que apresentaram anticorpos
contra GLcB, 59,5% eram PT negativa e 40,5% eram PT positiva. Frente ao
mesmo antigeno, 92.7% dos TAS (277/299) apresentaram anticorpos da
classe IgG, e destes 58,8% eram PT negativa e 41.2% eram PT positiva. Os
TAS PT negativa e os TAS PT positiva, apresentaram niveis semelhantes
de anticorpos, tanto nas dosagens da imunoglobulina de classe IgM quanto
nas de classe IgG contra o GLcB (Fig. 1a e 1b).

Em relagdo ao antigeno Hspx, 97% dos TAS (290/299) apresentaram
anticorpos da classe IgM. Dentre estes 58,8% eram PT negativa e 41.2%
eram PT positiva. Os TAS PT negativa apresentaram niveis de anticorpos

IgM/Hspx superiores aos dos TAS PT positiva, configurando uma diferenga



estatistica significativa entre os niveis de anticorpos destes dois grupos
(Fig. 1c). Trinta e quatro e meio (34,5%) por cento dos TAS (103/299)
apresentaram anticorpos da classe IgG frente ao Hspx, dos quais 63.5%
eram PT negativa e 36,5% eram PT positiva. Os niveis de anticorpos se

mostraram similares entre os dois grupos (Fig. 1d).

Para o antigeno MPT51, apenas 1,2% dos TAS (3/299) apresentaram
anticorpos da classe IgM, sendo todos eles PT negativa (Fig. 1e). Nos TAS
PT positiva ndo foi detectada a presengca de anticorpos IgM contra o
MPT51.  Aproximadamente, 77% dos TAS (229/299) apresentaram
anticorpos da classe IgG contra o MPT51, sendo 57,7% PT negativa e
42.3% PT positiva (Fig. 1f). Os individuos PT negativa e os individuos PT
positiva apresentaram niveis de anticorpos IgG/MPT51 semelhantes entre

Si.
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Figura 2. Dosagens de anticorpos (IgM e IgG) contra antigenos recombinantes do
M.tuberculosis (GLcB, Hspx e MPT51) dos 299 trabalhadores da area da saude do
Hospital HDTAA em Goiania. Os trabalhadores da area da saude foram agrupados de
acordo com o resultado da prova tuberculinica (positiva ou negativa). As linhas horizontais
continuas representam a média das densidades 6ticas. A linha pontilhada indica o limiar de
reatividade (cut off=0.250).



5.2. Influéncia da vacinacdo com BCG e do Ambiente de trabalho na

Resposta Humoral dos trabalhadores da area da saude

Aproximadamente, sessenta e sete por cento dos TAS (199/299)
foram vacinados com o BCG. O status vacinal foi informado pelo préprio
individuo. Para avaliar a influéncia desta vacina na producgao de anticorpos,
comparamos 0s niveis encontrados nos individuos vacinados com os
encontrados nos nao-vacinados, dentre aqueles que apresentaram
anticorpos contra os antigenos recombinantes. Os niveis de anticorpos
foram semelhantes entre os dois grupos, independentemente da classe da
imunoglobulina ou do antigeno testados. A figura 3 mostra os niveis de
anticorpos (densidades oéticas) dos TAS, vacinados ou ndo com o BCG,
frente aos antigenos recombinantes GLcB, Hspx e MPT51 do M.

tuberculosis.

Avaliamos também se o ambiente de trabalho a que foram expostos os
trabalhadores das diferentes categorias tiveram algum efeito sob a
producao de anticorpos. Os niveis de anticorpos encontrados também se
mostraram similares entre médicos, enfermeiros, técnicos em enfermagem,
nutricionistas, cozinheiras, faxineiras, funcionarios da administracao,
laboratoristas e farmacéuticos (dados nao mostrados).
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Figura 3. Comparagdo dos niveis de anticorpos (IgM e IgG) contra os antigenos
recombinantes do M.tuberculosis de TAS BCG vacinados e de TAS BCG nao-vacinados. A
comparacao foi feita apenas entre individuos que apresentaram anticorpos contra os
antigenos recombinantes (cut off=0.250). Nao houve diferenga estatistica significativa entre
0s grupos nas dosagens de IgM ou IgG contra os antigenos recombinantes. Na dosagem
de IgM: contra o GLcB, 178 individuos eram BCG vacinados € 118 BCG né&o vacinados;
contra o Hspx, 174 individuos eram BCG vacinados e 116 BCG nao vacinados. Na
dosagem de IgG: contra o GLcB, 170 individuos eram BCG vacinados e 107 BCG nao



vacinados; contra o Hspx, 57 individuos eram BCG vacinados e 46 BCG nao vacinados; e
contra o MPT51, 144 individuos eram BCG vacinados e 85 BCG néo vacinados.

5.3. Relag&o entre Resposta Imune Humoral e a Celular

Dentre os TAS que apresentaram anticorpos, comparamos o0s
resultados da prova tuberculinica com os niveis de anticorpos contra os
antigenos recombinantes (figura 4) com o intuito de avaliar se haveria
algum tipo de correlagao, positiva ou negativa, entre as respostas imunes
celular e humoral, respectivamente. Os niveis de anticorpos se mostraram
bastante heterogéneos tanto para TAS PT positiva quanto para TAS PT
negativa. Individuos destes dois grupos apresentaram tanto leituras
correspondentes a baixos niveis (0,250<b.n.<0,750) quanto leituras
correspondentes a altos niveis de anticorpos (20,750). Estes resultados
sugerem que nenhuma correlagdo, nem positiva nem negativa, existia entre
o resultado da PT e a dosagem de anticorpos contra os antigenos

recombinantes do M. tuberculosis dos trabalhadores da saude.
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Figura 4. Comparagao entre o nivel de anticorpo (D.O.) e o resultado da prova tuberculinica
(em mm) dos TAS que apresentaram anticorpos aos antigenos protéicos recombinantes do M.
tuberculosis. Nao houve nenhum tipo de relacdo entre os parametros comparados. Cada ponto
no grafico representa a média das densidades oticas referentes a um resultado da PT, por
exemplo, todos os individuos cujo didmetro obtido na PT foi igual a zero tem a média das
densidades oticas representada por apenas um ponto. Para a IgM/GLcB 296 individuos
apresentaram anticorpos; para IgG/GLcB 277 individuos apresentaram anticorpos; para
IgM/Hspx 290 individuos apresentaram anticorpos; para IgG/Hspx 103 individuos apresentaram

anticorpos e para IgG/MPT51 229 individuos apresentaram anticorpos.



6. DISCUSSAO

A maioria dos trabalhadores da area da saude apresentou
anticorpos frente aos antigenos recombinantes GLcB, Hspx e MPT51 do M.
tuberculosis. Os TAS PT negativa constituiram maioria entre os individuos
que apresentaram anticorpos contra os antigenos recombinantes. Os niveis
de anticorpos encontrados foram bastante similares entre trabalhadores PT
negativa e PT positiva nas dosagens de IgM e IgG contra o GLcB. Nas
dosagens de IgG contra o Hspx e o MPT51, os trabalhadores PT negativa e
PT positiva também apresentaram niveis de anticorpos similares entre si.
Na dosagem de IgM frente ao Hspx, os TAS PT negativa apresentaram
niveis de anticorpos superiores aos dos TAS PT positiva. Apenas 3
individuos PT negativa apresentaram IgM contra o MPT51. Os niveis de
anticorpos foram semelhantes entre TAS BCG vacinados e TAS BCG néo-
vacinados. Os niveis de anticorpos (lgM/IgG) contra os antigenos
recombinantes encontrados nos trabalhadores pertencentes a diferentes

categorias profissionais também se mostraram semelhantes entre si.

A presengca de anticorpos contra antigenos (recombinantes) do M.
tuberculosis em individuos saudaveis pode ser reflexo: da area em que
habitam, regidao endémica da tuberculose (WHO, 1993), do contato com
micobactérias ambientais que podem expressar antigenos homélogos aos
do M. tuberculosis (Vaerewijck et al. 2005) influenciando o repertorio
imunoldgico destes individuos, mas principalmente, da repetida exposigao
ao agente causador da doenga, representado pelo tipo do ambiente de

trabalho — hospital de referéncia no tratamento da tuberculose.

A maioria dos individuos que apresentaram anticorpos contra os
antigenos recombinantes eram PT negativa, isso pode ter acontecido em
decorréncia da pouca sensibilidade/especificidade do PPD, que se constitui
num pool de proteinas das bactérias do complexo M. tuberculosis e de
algumas bactérias nao-tuberculosas (Pai et al. 2004) ou ainda devido ao

fato de alguns individuos n&o reagirem a este purificado (Fietta et al. 2003).

A comparacao entre os trabalhadores BCG vacinados e BCG néo-

vacinados revelou que estes dois grupos apresentaram niveis semelhantes



de anticorpos sugerindo que esta vacina nao teve nenhuma influéncia sobre
estes niveis. Estes resultados corroboram com estudos que sugerem que o
BCG protege mais eficazmente criangas contra as manifestagdes primarias
da tuberculose (Sterne et al. 1998) e que em adultos a abrangéncia de sua
protecéo varia de 0 a 80% (Fine 1995).

O Hspx é uma chaperonina envolvida no mecanismo de manutengao
da parede celular do bacilo e € uma das primeiras proteinas a serem
produzidas pelo bacilo (Hu et al. 2006). O GLcB é uma enzima utilizada na
assimilagao do carbono na via dos acidos tricarboxilicos (Smith et al. 2002),
via alternativa requisitada quando o bacilo se encontra em condi¢cdes
adversas. O MPT51 é uma proteina envolvida no mecanismo de ades&o do
bacilo as células do hospedeiro, através da ligacdo com a fibronectina
(Wilson et al. 2004). O bacilo que alcanga os alvéolos pulmonares necessita
de uma fonte de energia que o mantenha intacto para infectar os
macrofagos alveolares, ha entdo a produgao de proteinas (GLcB, Hspx e
MPT51) que exergam estas fungdes.

A escolha destes antigenos baseou-se principalmente no fato de suas
funcdes serem diferentes e eles estarem presentes na etapa imediatamente
posterior a entrada do bacilo no organismo hospedeiro. A presenca da Hspx
e de anticorpos contra ela vém sendo associadas a fase de infecg¢ao latente
(Hu & Coates 1999, Demissie et al. 2006). J&4 a presenga de anticorpos
contra o GLcB e o MPT51 vém sendo associada tanto a tuberculose ativa
em individuos HIV negativos (Achkar et al. 2006), quanto a tuberculose
subclinica em individuos HIV positivos co-infectados com tuberculose
(Singh et al. 2005).

A dosagem dos anticorpos foi feita pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Existem técnicas mais avangadas, com maior especificidade e
sensibilidade, como o QuantiFERON-TB, no entanto, o seu custo &€ muito
alto e o seu desempenho em area endémicas da tuberculose se equipara a
prova tuberculinica (Pai et al. 2004). Técnicas de baixo custo, facil
execugao e com boa especificidade e sensibilidade como o ELISA se
enquadram melhor ao perfil dos paises em desenvolvimento como o Brasil.

A IgM contra o GLcB e o Hspx encontrada nos trabalhadores pode

refletir a presenga destas proteinas nestes individuos, sugerindo também



que eles foram infectados pelo M. tuberculosis. A auséncia de IgM contra o
MPT51 pode sugerir que esta proteina tenha sido produzida muito
precocemente e imunoglobulinas IgM produzidas ja tenham sido
consumidas, restando apenas as imunoglobulinas geradas pelas células de
memoria (IgG). O fato de considerarmos os individuos portadores de
infeccao latente baseando-nos nas dosagens de IgM contra os antigenos
recombinantes do M. tuberculosis e ndo na PT se deve a pouca
especificidade conferida a este teste em funcdo do purificado protéico
utilizado ser constituido por um pool de proteinas que muitas vezes nao
conseguem estimular a resposta imune do individuo testado.

Além de detectar a presenga das proteinas antigénicas, a IgM pode ter
contribuido para a eliminagdo do bacilo através dos mecanismos de
opsonizacao, ativacdo do complemento e citotoxicidade mediada por
anticorpo (Janeway et al. 2001). A IgM pode ainda ter desempenhado um
papel pro-inflamatério, aumentando a resposta imune inata e celular,
ajudando no processo de eliminagdo do patdgeno (Casadevall & Pirosfki
2003). David e colaboradores sugerem que em humanos a resposta
humoral na tuberculose subclinica inicialmente é feita por imunoglobulinas

especificas da classe IgM (David et al. 1992).

A presenca de IgG contra os antigenos recombinantes nos
trabalhadores pode ter ocorrido em consequéncia da repetida exposi¢cao ao
contato com o bacilo da tuberculose. As células dendriticas destes
trabalhadores podem ter sido capazes de estimular diretamente a producao
de IgG pelas células B através da ligagao CD40 e CD40 ligante (Pinchuk et
al. 1996). A producédo IgG também pode ter decorrido do estimulo de
citocinas, como a IL-2, a IL-4, a IL-6 e o IFN-y, secretadas pelas células T
CD4" dos trabalhadores (Dembech et al. 1992). Acredita-se que a
manutencao de altos niveis de IgG muito apds a infecgdo pode proteger o
individuo de infecgdes subsequentes através da neutralizacdo dos novos
in6culos, podendo funcionar também como um agente anti-inflamatério,
reduzindo o dano tecidual causado pelo estimulo continuo da célula
previamente ativada (Casadevall & Pirofski 2003). Além disso, componentes

da resposta inata, como células NK e células T yd podem ter sido ativadas e



estimuladas a produzir IFN-y (Haregewoin et al. 1989), contribuindo tanto
para a inducado da producgao de IgG (Dembech et al. 1992) quanto para a
potencializagdo da ac&o microbicida dos macrofagos alveolares e a

eliminac&o do bacilo (Kaufmann 2002).

Apesar da resposta Th1 ndo estimular a producdo de anticorpos,
alguma das citocinas supressoras desta resposta, como a IL-4, podem em
pequenas proporgdes estimular a producédo deles (King & Nutman 1993).
Em um contexto onde a resposta Th1 é eficiente, baixos niveis de
anticorpos seriam suficientes para garantir a protegdo. Em murinos a
mudanga da classe IgM para os outros subtipos € dependente de diferentes
citocinas, por exemplo, o IFN-y produzido pelas células Th1 induz a
producao de IgG2a e IgG3 (Finkelman et al. 1988). Em humanos a
regulacdo da mudanga de classe com base na agao da citocinas ainda
precisa ser esclarecida. No entanto, existem estudos mostrando que apesar
de nao haver correlagao entre citocina e isotipo de imunoglobulina, clones
de células T CD4" sdo capazes de induzir a producéo de subclasses de IgG
através da secregao de citocinas (Dembech et al. 1992).

Apesar de desempenhar papéis relacionados a prote¢cao os anticorpos
também podem contribuir para a patogénese. O M. tuberculosis se
aproveita da ativacdo do complemento mediada pela IgM e usa este
mecanismo para penetrar nos macrofagos pulmonares (Hirsh et al. 1994,
Hetland et al. 1998). O continuo estimulo pré-inflamatério exercido pela IgM
pode aumentar o dano tecidual gerado pela inflamagdo (Casadevall &
Pirofski 2003). A 1gG também tem a capacidade de promover a captura do
antigeno através dos receptores para Fc, caminho que pode ser usado pelo
bacilo para entrar nos macréfagos (Heller et al. 1999). Além disso,
anticorpos opsonizantes (IgG1) tém sido relacionados a regulagao positiva
de citocinas préinflamatorias (TNF-a e IL-6) que induzem a caquexia em
individuos com tuberculose avangada (Hussain et al. 2001).

A resposta imune constitui-se de mecanismos muito complexos e
abrangentes, e apesar da subdivisdo (didatica) dos seus mecanismos em
celular e humoral sabe-se que ambas podem coexistir num mesmo

contexto. Consideramos a PT representativa da resposta imune celular pelo



fato dela basear-se na medicdo da resposta imune mediada por células
(células T de memodria) na forma de hipersensibilidade tardia ao purificado
protéico (Pai et al. 2004). Com isto em mente, questionamos se as
respostas imunes celular e humoral dos TAS poderiam se correlacionar de
alguma maneira. A comparagao entre o resultado da PT e os niveis de
anticorpos dos TAS mostraram uma grande heterogeneidade, revelando
que nenhum tipo de correlagao existia entre estes dois parametros. Talvez
isso se deva ao fato de que os antigenos utilizados para estimulo de cada
resposta foram diferentes, o PPD usado na resposta imune celular, e os
antigenos proteicos recombinantes GLcB, Hspx e MPT51 na resposta
imune humoral.

Um estudo feito em 2006, sobre a tuberculose em trabalhadores da
saude de paises com recursos financeiros limitados, mostrou a associagao
entre o local de trabalho, a categoria ocupacional e o risco de infec¢ao da
tuberculose (Joshi et al. 2006). Os trabalhadores que mantiveram contato
com o paciente estavam sujeitos a um maior risco de infecgdo do que os
trabalhadores da area administrativa, apesar da heterogeneidade do risco
entre as categorias. O nosso estudo ndo avaliou o risco de infecgao entre
as categorias, mas acreditamos que ele acompanhe a tendéncia deste
estudo, ou seja, quanto mais tempo em contato com o paciente maior o
risco de infecgéo sofrido pelo trabalhador. Entretanto, em nosso estudo isto
nao teve reflexo na produgao de anticorpos dos trabalhadores, ja que os
niveis de imunoglobulinas encontrados foram semelhantes entre
administradores, enfermeiros, médicos, técnicos e auxiliares de

enfermagem, cozinheiras, faxineiras, etc (dados ndo mostrados).

Dentre os funcionarios do Hospital Anuar Auad (HDTAA) participantes
deste estudo, 40.8% foram considerados PT positiva (induragédo = 10mm) e
59.2% considerados individuos PT negativa (induragdo < 10mm). A maioria
dos individuos, independente do status da prova tuberculinica, apresentou
anticorpos contra os antigenos proteicos recombinantes do M. tuberculosis
e, tendo isso em vista, pode-se sugerir que estes trabalhadores sejam

‘portadores de infecgao latente’ do bacilo.



Alguns pesquisadores acreditam que o termo latente ndo é o mais
apropriado, pois muito da fisiologia do bacilo, e do que realmente ocorre in
vivo, € desconhecido. Conceitualmente, ‘estado de persisténcia sem
replicacéo’ se aproximaria mais do que acredita-se acontecer in vivo (Orme
2001). Varios estudos tentam reproduzir in vitro as condigbes de estresse
(hipoxia, baixo pH, alta concentracdo de reativos do nitrogénio, etc) que
permitam elucidar se o M. tuberculosis entra em ‘laténcia’ nestas condi¢oes
ou se ele consegue diminuir o seu metabolismo de uma maneira que oculte
a sua presenca (Wayne 1976), (Wayne &Lin 1982).

Este estudo apresentou algumas limitacbes. Os ensaios
imunoenzimaticos foram realizados retrospectivamente usando soros
congelados. Sabe-se que o descongelar de amostras sorolégicas pode
gerar alguma desnaturacdo dos anticorpos presentes, no entanto as
amostras dos TAS foram descongeladas apenas no momento da realizagao
dos ensaios para minimizar os danos que por ventura houvessem.

Apesar de todo o conhecimento em imunologia, ainda permanece
intrigante o fato de a maioria dos individuos infectados pelo M. tuberculosis
nao adoecerem. Racionaliza-se que isto aconteca em fungao das diferencas
interindividuais, da genética do bacilo e das interagdes entre hospedeiro e
bacilo. Neste estudo, apesar das diferengas interindividuais, mais de
sessenta por cento dos participantes apresentou anticorpos (IgM ou 1gG)
contra os antigenos recombinantes do M. tuberculosis, entretanto os
mecanismos pelos quais estes anticorpos contribuiram (ou nao) para a
manutengdo da homeostasia nestes trabalhadores ndo foram ainda

confirmados.

Considerando que: a) individuos saudaveis infectados (portadores
latentes) apresentam anticorpos nesta fase inicial, b) que o M. tuberculosis
adquiriu a habilidade de persistir no hospedeiro, induzindo uma resposta
Th1 suficiente para controlar a sua replicacdo sem resultar na sua completa
eliminagdo, e c) que pacientes com tuberculose pulmonar apresentaram
niveis de anticorpos inferiores (dados ndo mostrados) aos dos individuos
latentes, talvez o0 acompanhamento soroldgico de tais individuos revele uma

progressiva diminui¢do na produgao dos anticorpos. A sorologia associada



as outras ferramentas (Raios-X e baciloscopia) permitiria o diagnéstico e
tratamento precoce destes individuos, interrompendo o ciclo de

transmissao/disseminagao da doenca.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos permitem concluir que:

- os trabalhadores da area da saude apresentam anticorpos contra os
antigenos GLcB, Hspx e MPT51 do M. tuberculosis, demostrando uma
grande heterogeneidade entre os individuos, independentemente do status
da prova tuberculinica de cada um;

- A produgédo de anticorpos dos trabalhadores nao sofreu influéncia nem da
vacinagao com BCG, nem do ambiente de trabalho ao qual cada categoria
foi exposta;

- Nao houve nenhum tipo de correlagdo entre o resultado da prova
tuberculinica (resposta imune celular) e os niveis de anticorpos contra os
antigenos recombinantes (resposta imune humoral) dos trabalhadores da

salde.
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9. ANEXOS

9.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA A PESQUISA
PROPOSTA E SITUACAO-PROBLEMA

O programa de Controle da Tuberculose e a Comissdo de Controle e Infecgao
Hospitalar do HDTAA estdo conduzindo uma pesquisa sobre a transmissao de tuberculose
intra-hospitalar e a possibilidade de diagnéstico de infecgdo por tuberculose através de
teste soroldgico.

A tuberculose é uma infecgdo pulmonar comum em pessoas que vém sendo
atendidas nesses Hospitais, nos ultimos anos. A transmissdo da tuberculose pode ser
levada nos Hospitais, dependendo do ambiente de trabalho e do tipo de paciente atendido.

Para determinar minha elegibilidade para este estudo devo estar, no momento,
atuando como profissional de saude nos diversos locais pelo menos nos Ultimos seis
meses no HDTAA.

Se eu necessitar de assisténcia médica, RX do térax e testes sanguineos, eles serédo
0s mesmos usados rotineiramente nos pacientes que recebem tratamento para TB nesta
instituicao.

1. Procedimentos

Se eu concordar em participar deste estudo:

Eu responderei a um formulario padronizado que investigara aspectos inerentes ao meu
perfil sécio-econémico, classificara o tipo, grau e tempo de convivio que venho tendo com o
paciente, e.g.: silicose, insuficiéncia renal crbénica, gastrectomia. Além disso, ele analisara o
consumo de bebidas alcodlicas, uso de drogas e/ou toxicos, habitos sexuais, e transfusao
sanguinea prévia.

Seu eu quiser, eu poderei fornecer 5 ml de sangue coletado no meu antebrago, na face
anterior, com agulha e seringa descartavel, antecedido por anti-sepsia local. O sangue sera
utilizado para avaliar a presencga de anticorpos para o virus da AIDS e também para ser
analisado por novos testes diagndsticos para a tuberculose. O resultado do teste anti-HIV
me sera fornecido 7 a 15 dias apds a coleta com orientagdo apropriada. O resultado do
teste para tuberculose no soro, nem meu médico assistente e eu teremos acesso, pois
ainda nao estdo em fase de avaliagao e portanto os resultados ndo podem ser usados na
rotina.

2. Tempo
Os procedimentos demorarao no maximo 1 hora.

3. Local do Estudo
Estes procedimentos seréo realizados nas dependéncias do HDTAA.

Riscos/Desconfortos

Algumas das questdes que constam do formulario podem ser inapropriadas e produzir
sentimentos indesejaveis, mas caso eu ache necessario eu poderei interromper a
entrevista a qualquer momento.

Tratamento e compensagao por danos.

Se eu tiver algum problema de saude em decorréncia deste estudo, o tratamento e o custo
deste tratamento sera totalmente coberto pelo hospital no qual iniciei este estudo.
Alternativas

Se eu decidir ndo participar deste estudo, ou interromper a qualquer momento, o
tratamento médico ou atuacéo de rotina na minha area de trabalho ndo sera prejudicado o
HDTAA.

Custos para os entrevistados

Eu ndo pagarei nenhuma quantia em dinheiro para a participacéo neste estudo ou para os
tratamentos que eu porventura necessite. Os custos de exames laboratoriais, radiologicos,
testes de pele e de escarro serdo cobertos pelo estudo.

Confidenciabilidade dos dados

A participagao em projetos de pesquisa pode resultar em perda de privacidade, entretanto
procedimentos serdo tomados pelos responsaveis por este estudo, no intuito de proteger a



confidenciabilidade das informagdes que eu fornega. As informacgdes serdo codificadas e
mantidas num local reservado o tempo todo. Somente o Dr. Marcelo Fouad Rababhi tera
acesso as informagdes e formularios. Apds o término deste estudo as informagdes serédo
transcritas dos formularios para arquivos no computador e estes serado destruidos. Os
dados deste estudo poderéao ser discutidos com pesquisadores de outras instituicées, mas
nenhuma identificagao sera fornecida.

CONSENTIMENTO

Se eu solicitar, receberei copia deste consentimento para manté-lo comigo.

Eu consinto em que meu endereco e telefone sejam anotados numa folha saparada, para
facilitar contato comigo quando necessario. Como ja foi esclarecido anteriormente, toda
informacao pessoal sera mantida em sigilo.

Nos proximos dias, se tiver qualquer duvida sobre sua participagao neste estudo, favor
telefone para 249-3122, Dr. Marcelo Fouad Rabahi.

Assinatura do voluntario nome completo
Assinatura de entrevistador nome do entrevistador
Data __ / /

9.2. QUESTIONARIO PADRONIZADO PARA COLETA DE DADOS DA PESQUISA
Formulario I: Registro

1. Nome:
1.1. Endereco: Rua: n°




1.2. Bairro:

1.3. Municipio:

2. Data de nascimento (més) (ano)

3. Data de admissao no hospital (més) (ano)
4. Efetivo () contrato ( )
5.
6.
(

(

(

Género: Masculino ( ) Feminino ( )
Grau de escolaridade:
) 1°grau incompleto () 2° grau incompleto ( ) 3° grau incompleto
)Pés-graduagao (

) 3° grau completo

) 1° grau completo () 2° grau completo

7. Ha quanto tempo trabalha como profissional da saude?[ ] [ ] [ ] meses

8. Qual a sua fungéo? Setor?

9. Trabalha ou ja trabalhou em outra instituigdo de saude? Sim ( ) Nao ( )

9.1. Se afirmativo, qual?

9.2. Trabalhou em outro setor nos ultimos 6 meses?
Qual?

10. Quantas pessoas, incluindo vocé, moram na sua casa?

()13 ()4-6 ( ) mais de 6
11. Em sua casa, ha alguém que:

Esta tossindo por mais de 3 semanas? () Sim ( ) Nao

Esta tossindo com sangue nas ultimas 3 semanas? ( ) Sim ( )Nao

Tomou medicamento para tuberculose no passado? ( ) Sim ( )Nao
11.1. Se afirmativo, ha quanto tempo atras? ( )< 1 ano ()>1ano
12. Vocé ja teve contato com alguém com tuberculose no pulmao?

()Sim ( )Nao
(Se a resposta para esta pergunta for negativa, pule para a pergunta 13)

12.1. Favor especificar: (') amigo, parente, ou pessoa na comunidade
() paciente ou colega de trabalho no hospital

12.2. Quando foi que vocé teve seu ultimo contato com alguém com tuberculose nos
pulmdes?
()<1ano () 1-2 anos ( )>2anos

13. Vocé fuma?
() jamais fumou ( ) fumante
() ignorado () ex-fumante

14. Nos ultimos 6 meses, vocé apresentou algum dos sinais e/ou sintomas abaixo?

Tosse por mais de trés semanas ()Sim ( ) Nao
Tosse com sangue () Sim ( ) Nao
Sudorese noturna excessiva () Sim ( )Nao
Perda de 5 Kg ou mais sem fazer dieta () Sim ( )Nao
Febre diaria () Sim ( ) Nao
15. Vocé ja recebeu vacina BCG? () Sim ( ) Nao

15.1. Ha quanto tempo? () <1 ano () 1-2 anos ()>2anos e <5 ( ) =5 anos

16. Um médico Ihe disse que vocé estava com tuberculose? () Sim () Nao
Nao aplicar PPD se a resposta para esta pergunta for positiva
16.1. Em que anoissoaconteceu? [ ] [ 1 [ 1] ]
16.2. Se sim, vocé ja tomou medicamentos para tuberculose?
() Sim ( )Nao ( ) Ignorado

17. Vocé ja realizou prova tuberculinica (PPD)? () Sim ( )Nao
17.1. Quando foi realizado o Ultimo PPD? [1[VV[1[1[11[]



17.2. Resultado:
() Nao reator () Fraco reator () Forte reator () Ilgnorado
17.3. Ocorreu ulceragdo ao PPD?
()Sim () Nao
Nao aplicar PPD se aresposta para esta pergunta for positiva para os itens 17.1, 17.2 e
17.3

18. Neste Hospital, o que costuma ser feito quando um paciente com tuberculose nos
pulmdes é internado?

E admitido na enfermaria com isolamento respiratério

E admitido em enfermaria sem isolamento respiratério

E admitido em quarto privado com isolamento respiratério
E admitido em quarto privado sem isolamento respiratério

A~~~ o~

19. A tuberculose pode ser transmitida de que forma?

Compartilhando pratos e utensilios () Sim ( ) Nao

Através do ar contaminado, respirando o ar do mesmo local que um paciente com
tuberculose nos pulmodes ()Sim ( ) Nao

Através de um aperto de mao ()Sim ( ) Nao

Através de assentos de banheiro () Sim ( ) Nao

20. Quais das condigbes seguintes podem aumentar o risco de contrair a tuberculose?
20.1. Nutricéo ()S ()N ( ) Nao sei

20.2. Infecgao pelo HIV ()S ()N ( ) Nao sei
20.3. Uso de droga IV ()S ()N ( ) Nao sei
20.4. Cancer ()S ()N ( ) Nao sei
20.5. Obesidade ()S ()N ( ) Nao sei
20.6. Diabetes Mellitus ()S ()N ( ) Nao sei
20.7. Outras doengas nos pulmdes ( ) S ()N ( ) Nao sei

21. Cite trés sintomas que sao frequentes em pacientes com tuberculose pulmonar ativa:

’ ’

22. Em relagdo ao atendimento de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, vocé
concorda ou discorda das declaragdes abaixo:

22.a. é importante descobrir rapidamente um paciente com tuberculose pulmonar ativa na
admissao para diminuir a disseminagao de tuberculose para outras pessoas no hospital.
Concordo () Nao concordo nem discordo () Discordo ()
22.b. Eu acho que tenho risco de me infectar com o bacilo da tuberculoes porque sou
profissional de saude
Concordo () N&o concordo nem discordo () Discordo ()
22.c. Sempre que posso, evito contato com pacientes que tenham diagnéstico confirmado
de tuberculose pulmonar ativa, pois tenho medo de ficar infectado

Concordo ()  Nao concordo nem discordo () Discordo ()
23. Acha que a disseminacgao da tuberculose € um problema sério neste hospital?
() Sim () Nao () Nao sei

24. Se sim, neste hospital, vocé acha que algumas medidas deveriam ser tomadas pela
direcéo para controlar a disseminagao da tuberculose?

()Sim () Nao () Nao sei
25. Vocé acha que precisa de treinamento adicional para lidar com pacientes de
tuberculose?

() Sim () Nao () Nao sei

26. Vocé acha que a vacina BCG protege contra a infec¢ao pelo bacilo da tuberculose?
Muito () () Um pouco () Nao protege () Nao sei

27. Se vocé for vacinado com o BCG nos proximos meses, vocé acha que as medidas de

protecdo ainda continuardo a ser necessarias para impedir a transmissdo de tuberculose

neste hospital? () Sim () Nao () Nao sei



28. Como vocé avalia sua preocupagédo com os seguintes problemas neste hospital?

a) Transmissao da tuberculose pulmonar de um paciente para outro
Muito preocupado (a)() Preocupado (a)() Nada preocupado (a)( )

b) Transmiss&o da tuberculose pulmonar de pacientes para profissionais de saude
Muito preocupado (a)() Preocupado (a)() Nada preocupado (a)( )

¢) Transmissao da tuberculose pulmonar de casos suspeitos para outros
Muito preocupado (a)() Preocupado (a)() Nada preocupado (a)( )

29. Vocé gostaria de mais informagdes sobre tuberculose? () Sim () Nao

30. Na sua opiniao, das frases abaixo, 0 que vocé considera como verdade:

a) Todo individuo infectado com bactérias de tuberculose tera doenga de tuberculose ( )
b) Podem ser infectadas as pessoas com bactérias de tuberculose e podem nao ter doenca
de tuberculose ( )

¢) Tuberculose pode ser curada com medicamento ()

d) Tuberculose nao pode ser prevenida ()

Formulério Il: Prova tuberculinica

1. Nome:
2. Cicatriz de BCG presente? ()Sim ( )Nao
PPD 1 Leitor:
3. Datadaaplicagdo: _ (dia) __ (més) (ano)
4. Data da leitura : (dia) (més) (ano)

5. Presenga de bolha? () Sim ( ) Nao
6. Resultado da leitura mm de induragao

Aplicar segundo PPD se o tamanho da induragéo for menor que 10 mm

PPD 2 Leitor:
7. Data da aplicagao: (dia) (més) (ano)
8. Data da leitura: (dia) (més) (ano)

9. Presenga de bolha? () Sim ( ) Nao

10. Resultado da leitura mm de induragéo





