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RESUMO

A tuberculose (TB) causada pelo Mycobacterium tuberculosis, resulta em mais de
dois milhdes de Obitos anualmente. Segundo dados da OMS cerca de 30% da
populacdo mundial esté infectada com o bacilo e 5% desses infectados desenvolvem
a doenca ativa. O Brasil juntamente com outros 21 paises albergam 80% de todos os
casos de TB no mundo. Devido as falhas existentes nos diagnosticos atuais, muitos
estudos tentam descobrir antigenos do Mycobacterium tuberculosis que podem ser
usados no ensaio ELISA, um teste de baixo custo. Esse teste seria de grande valia na
identificacdo da tuberculose, principalmente em paises em desenvolvimento,
endémicos também para outras micobactérias como M. leprae, causador da
hanseniase. Varias pesquisas tém identificado componentes do bacilo, como as
proteinas secretadas pelas micobactérias em cultura, sob condi¢cdes de estresse
nutricional, mimetizando a situagdo vivida pelo bacilo no meio intracelular. Dessas
proteinas sdo selecionadas aquelas imunodominantes que podem ser usadas como
marcadores da doenca. O objetivo desse trabalho foi avaliar o reconhecimento de
duas dessas proteinas: o0s antigenos recombinantes MPT-51 e GlcB do M.
tuberculosis, por anticorpos séricos da classe IgM e IgG de pacientes com
tuberculose ativa, pelo método imunoenzimatico indireto (ELISA). Foram adotados
como critério de inclusdo aqueles individuos de qualquer grupo que fossem HIV
negativos, sem doencas cronicas ou uso de medicamentos imunossupressores e
mulheres ndo gestantes. Quarenta e nove pacientes com tuberculose ativa foram
selecionados e comparados com 0s grupos: controles saudaveis PPD ndo reatores e
pacientes hansenianos portadores da forma Virchoviana, pareados por sexo e idade.
Os pacientes com TB (0,810£0,319) mostraram maiores concentrac@es de IgM anti-
MPT-51 que o0s seus respectivos controles: pacientes com hanseniase (0,454+0,195)
e controles saudaveis (0,448+0,162), com diferenca estatistica, p=0,001 e p<0,001
respectivamente. Os ensaios de ELISA nas dosagens de IgM e IgG anti-MPT-51
mostraram especificidade de 96,9% e 98,0% e sensibilidade 67,3% e 4,1%
respectivamente. Para o antigeno GlcB, os ensaios de ELISA na dosagem de IgM e
IgG mostraram especificidade de 95,9% e 99% e sensibilidade 8,2% e 18,2%. Onze



pacientes com TB foram monitorados durante o tratamento, com realizagdo de
dosagens dos niveis de anticorpos IgM e IgG especificos ao rMPT-51 e rGlcB antes
e apbs a terapia. Os niveis de anticorpos IgM e IgG anti-MPT-51 antes e apds a
terapia ndo sofreram alteracOes significativas. Entretanto, os niveis de 1gG anti-GlcB
diminuiram apos a terapia (p<0,01). Nossos resultados sugerem que o rMPT-51 pode
ser usado como marcador da tuberculose, quando mensuradas as concentracdes de
IgM especificos, pois foram capazes de discriminar pacientes TB, de controles e
hansenianos. Apesar do ELISA ter demonstrado baixa sensibilidade quando o
antigeno rGlcB foi utilizado, os niveis séricos dos anticorpos da classe 1gG
diminuiram apds o tratamento da tuberculose (p<0,01) sugerindo que essa técnica

poderia ser utilizada para 0 acompanhamento da terapéutica.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) caused by the Mycobacterium tuberculosis is responsible for more
than 2 million deaths annually in the world. Although one third of the world
population carries the bacilli, only 5% of the infected people develop active disease.
80% of TB cases are concentrated among 21 countries and Brazil is one of them.
Due to the flaws existent inherent to the TB diagnostic, many works try to discover
TB antigens to be used on an ELISA assay to detect active TB in underdeveloped
countries, endemic for other mycobacterias such as leprosy (L). Several researches
are identifying bacilli proteins obtained under nutritional culture stress, in order to
mimic the intracellular milieu. It has been selected the immunodominant ones as a
disease marker. The objective of this work was to characterize the humoral immune
response among TB patients to rMPT-51 and rGIcB using an ELISA indirect test. It
was included voluntaries that were HIV negative and the ones without pregnancy,
chronic disease or under immunosuppressant treatment. Serum IgM and 1gG against
MPT-51 and GIcB recombinant antigen from 49 patients with active tuberculosis
were measured by indirect ELISA, paired by sex and age with: healthy PPD negative
individuals (controls) and lepromatous leprosy patients (LL). Patients with TB
(0.810£0.319) showed higher levels of IgM against rMPT-51 than both LL
individuals (0.454+0.195) and control (0.448+0.162) with statistical significant, p=
0.001 and p<0.001) respectively. These test showed 96.9% specificity and 67.3%
sensitivity. Conversely, tuberculosis, controls, and LL individuals showed lower of
MPT-51 1gG levels, which could not be distinguished among the groups. rGlcB
antigen was able to distinguished TB patients from controls for IgM levels
(specificity, 95.9 % and sensitivity, 8.2% ) and IgG levels (specificity, 99% and
sensitivity, 18.2%). In order to evaluate the profiles of IgM and 1gG against rMPT-51
and rGIcB before and after chemotherapy, the sera from 11 patients was collected
and paired according to the treatment status (before or after). IgM and IgG against
MPT-51 remained with the same profile levels before and after the treatment. The
levels of serum 1gG against rGlcB clearly diminished after the chemotherapy
(p<0.01). Our results suggest that serum IgM levels against recombinant MPT-51



could to be useful to distinguish between active TB, controls and LL individuals. In
addition, after TB treatment the IgG response to rGlcB diminished suggesting that it
could be used to follow up of the TB treatment.



Introducgéao
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1. INTRODUCAO.

1.1. Historia.

Estudo realizado em tecidos moles e 0ssos de mumias egipcias, datadas de
2050 anos a.C. tém demonstrado evidéncias da tuberculose em populacées historicas
e fornecido informagdes sobre a evolugdo do seu agente etioldgico (Zink et al. 2003).
Salo et al. (1994) relatam estudos em tecidos do pulmdo de mimias (com 1000 anos
de idade), encontradas no Peru, onde foi identificado DNA do Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). Konomi et al. (2002) identificaram DNA de vérias
espécies de micobactérias, incluindo o M. tuberculosis em tecidos da area genital de
muamias datadas de 140 a 1200 d.C., encontradas nos Andes, America do Sul.

Muitas micobactérias sdo encontradas no solo e na agua e acredita-se que
algumas espécies, atraves de mutacdes, passaram a infectar animais. Com a
evolucdo, essas bactérias passaram a sobreviver em mamiferos, sugerindo que
alguma delas poderia ter sido precursora do M. bovis. Com a domesticagdo do gado,
ocorrido entre 10.000 e 25.000 anos atrés, a tuberculose tornou-se mais freqlente no
homem e por isso criou-se uma hipétese de que houve a passagem do patégeno desse
animal para o homem, sugerindo que o M. bovis seria o precursor do M. tuberculosis
(Stead 1997). Contudo, apo6s a identificacdo de DNA e mapeamento génico de varias
especies de micobactérias, essa teoria foi desconsiderada (Brosch et al. 2002). A
maioria das espécies foi agrupada em dois complexos: o complexo Mycobacterium
tuberculosis, composto por micobactérias distintas entre si, mas que possuem
semelhancas genotipicas, causadoras de doenca humana e animal como M.
africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae, M. bovis e M. tuberculosis (Jungblut et
al. 1999, Brosch et al. 2002); e o complexo Mycobacterium ndo tuberculosis,
composto por espécies diferentes ou variantes da mesma espécie de micobactérias,

mas que normalmente ndo acometem o homem, também denominadas atipicas.
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Acredita-se que a tuberculose pode ter sido disseminada para vérias regifes,
como Europa e Asia, através da migracdo de indo-europeus infectados com o0s
bacilos (Daniel 2006). A tuberculose teve incidéncia alta na Europa na primeira
metade do século 19, devido a revolugdo industrial e ao adensamento das
populacdes. Estima-se que um quarto da populacdo européia tenha morrido de
tuberculose nessa época. O tratamento baseava-se apenas em isolamento dos
pacientes em sanatorios nas montanhas ou proximos aos mares, com repouso total e
exposicao ao ar livre. Os medicamentos eram a base de quinino, creosoto, enxofre,
calcio e preparados de ouro e bismuto (Hobday 1997, Daniel 2006).

Ainda no século 19, Robert Koch, médico e pesquisador de varias doencas
tropicais, afirmou que um agente microbiano especifico, patogénico, causaria uma
doenga infecciosa. Em 1882, ele descreveu pela primeira vez o agente causador da
tuberculose, o M. tuberculosis (Koch 1882, Daniel 1982). A introducdo da
radiografia por Roentgen, em 1885, trouxe grande progresso para o diagnostico da
tuberculose e acompanhamento da doenca (Felix & Bittner 1995).

A descoberta de antibi6ticos no combate a tuberculose pode ser associada a
penicilina, descrita em 1928 por Alexander Fleming. Mas apesar desse farmaco ser
eficaz contra diversas doencas, mostrou-se ineficiente contra a tuberculose, pois as
micobactérias produzem beta-lactamases, que inativam a penicilina. Outros fatores
também contribuem para a resisténcia a esse antibiotico, como a parede celular das
micobactérias, rica em lipideos, que impede a permeabilidade da penicilina e a baixa
afinidade de ligacdo da droga a uma proteina de membrana da micobactéria (do
inglés Penicillin-Binding Proteins, PBPs) (Thompson et al. 1972, Chambers et al.
1995, Voladri et al. 1998, Flores et al. 2005). A estreptomicina, descoberta (anos
mais tarde) em 1944, por Schatz e Waksman foi o primeiro antibiotico eficaz contra
a tuberculose (Waksman 1950, Conti et al. 2004). Posteriormente, novos farmacos
foram introduzidos, e sdo usados até hoje, como a isoniazida (1952), a rifampicina
(1965) e a pirazinamida, que s6 comecou a ser usada em 1970 (Iseman 2002, Ligon-
Borden 2003).
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No século 20, a taxa de mortalidade devido a tuberculose comegou a diminuir
gradativamente pelo uso da vacina BCG (do francés Bacilo Calmette-Guérin),
produzida pela primeira vez em 1920, por Calmette e Guérin em Paris, administrada
em recém-nascidos e criangas saudaveis (Starke 2004, Andersen & Doherty 2005) e
pela consolidacdo do uso dos antibioticos, como terapéutica eficaz para o tratamento
da tuberculose.

Entretanto, em meados de 1980 houve um aumento do ndmero de casos
novos, sendo responsavel por isso, o desenvolvimento de cepas de micobactérias
multi-drogas resistentes (Pablos-Mendez et al. 1998), associado ao virus HIV (do
inglés Human Immunodeficiency Virus), agente etiolégico de uma doenca (SIDA)
caracterizada pela reducdo do numero de linfocitos T CD4" nos individuos
infectados, que causa imunossupressao e aumento da susceptibilidade a tuberculose e
a outras doencas cronicas (Dye et al. 1999, Serbina et al. 2001).

Atualmente, a tuberculose continua sendo uma doenca infecciosa grave, com
incidéncia alta, resultando em muitos 6bitos no mundo todo. Varias pesquisas sao
realizadas na tentativa de conhecer melhor os mecanismos de transmisséo do bacilo e
a resposta protetora do hospedeiro, com a finalidade de desenvolver novas estratégias

de controle dessa doenca.

1.2. Epidemiologia.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a incidéncia de
tuberculose pulmonar é de cerca de 9 milhGes de casos novos e ocorréncia de mais de
dois milhdes de mortes por ano (Frieden et al. 2003, Harries & Dye 2006). Desde
1993 a OMS declarou a tuberculose uma prioridade mundial. Atualmente, ha duas
metas a serem alcancadas, que consistem na identificacdo de 70% dos casos novos e
na cura de pelo menos 85% dos pacientes. Faz parte das estratégias recomendadas
para atingir essas metas, a estratégia DOTS (do inglés Directly Observed Treatment

Short Course) que consiste na implementacdo do tratamento diretamente
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supervisionado de curta duracdo ao paciente. A estratégia DOTS depende do
compromisso do governo e apoio financeiro, na criacdo de programas para o controle
da tuberculose: incluindo busca ativa de casos novos (investigacdo de todo paciente
sintomatico respiratorio, recebido na unidade de saude e de contatos dos doentes com
TB); padronizacdo do tratamento dos pacientes com diagndéstico de TB; implantacao
de sistema de distribuicdo dos medicamentos com monitoramento e supervisao
(visitas regulares do paciente a unidade de satde ou do agente de salde ao paciente,
na sua residéncia, pelo menos nos dois primeiros meses para avaliagdo do
tratamento). Ainda como expansdo do DOTS, a comunidade precisa ter facil acesso
ao diagndstico e tratamento, além de uma atencdo especial direcionada aos pacientes
imunossuprimidos (HIV positivos) e aqueles infectados com bacilos multi-drogas
resistentes (World Health Organization 2006). Essas medidas visam a reducéo da
mortalidade, da prevaléncia e incidéncia da tuberculose (Gupta et al. 2004, Dye et al.
2005).

Em 2006, a OMS langou outro desafio na tentativa de controlar a tuberculose.
Trata-se de um plano global a ser cumprido entre 2006 e 2015, refor¢cando medidas j&
tracadas. Faz parte desse novo plano: direcionar atencdo especial aos principais
grupos de risco para a tuberculose (imunossuprimidos, individuos de baixo poder
socio-econémico, que vivem em aglomerados como prisdes, asilos, refugiados e
usudarios de drogas); identificar cepas do M. tuberculosis multi-drogas resistentes;
discriminar as barreiras que impedem o0 acesso da populagcdo aos servicos de
atendimento a saude; estabelecer estratégias para melhoria no atendimento e
expancdo do DOTS; incentivar a pesquisa, através de convénios do governo com
instituicdes como as universidades e servicos de saude. Para 2015 a meta € que haja
uma reducdo em 50% dos indices de prevaléncia e mortalidade, comparados com 0s
indices registrados em 1990. Para 2050 a meta é que a tuberculose deixe de ser um
problema de satde mundial (com incidéncia anual <1 caso/1 milhdo de habitantes)
(Squire et al. 2006, World Health Organization 2006).

Nas Américas, o Brasil e 0 México detém 50% dos casos de tuberculose
(Chowell et al. 2005). O Brasil esta entre os 22 paises que concentram 80% de todos
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0s casos no mundo. Em 2002, foram notificados 97.875 casos, sendo 81.034 casos
novos, com cerca de 5000 mortes causadas por todas as formas clinicas da
tuberculose (pulmonar e extra-pulmonar). A maior taxa de incidéncia tem ocorrido
no Estado do Rio de Janeiro, sendo o sexo masculino o mais atingido, na proporgéo
de dois para um. Algumas populagdes, como as indigenas, as carcerarias e 0S sem-
teto apresentam incidéncia muito maior que a populacdo em geral (Hijjar 2005).

No Brasil, o governo priorizou o controle da tuberculose seguindo as
recomendacfes da OMS. O Ministério da Saude criou um Programa Nacional de
Controle da Tuberculose (PNCT), garantindo acesso gratuito da populacdo ao
tratamento dessa doenca. Somente em 1999 foi oficializada a implantacdo da
estratégia DOTS em nosso pais, ficando estabelecido que na primeira fase do
tratamento, nos dois primeiros meses, faz-se um minimo de trés consultas semanais e
na segunda fase, ultimos quatro meses, uma consulta semanal. A baciloscopia no
escarro é feita em pelo menos duas amostras, realizado periodicamente durante o
tratamento. A meta de identificacdo de 70% dos casos novos ja foi atingida, enquanto
a cura em 85% dos individuos em tratamento tem sido dificil de atingir, devido aos
casos de interrupcao da quimioterapia (12% de abandono) e a multi-droga resisténcia
dos bacilos (Hijjar 2005, Dye et al. 2005).

Em Goias, existem dois municipios prioritarios para o PNCT: Goiania e
Aparecida de Goiania. Somente nessas duas cidades, em 2003, foram registrados
1099 casos novos de tuberculose, que representa 92,3% dos casos no Estado. O
percentual de cura desses casos foi abaixo da meta nacional (somente 70% se
curaram). Segundo o Ministério da Saude, mais de 71,03% da populacdo do estado
vivem em municipios com prevaléncia superior a cinco casos/10 mil habitantes,
enquanto a taxa ideal deveria ser menor que 1 caso/10 mil habitantes (Ministério da
Saude 2002, 2005).
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1.3. Etiologia e Patogenia.

A tuberculose é uma doenca infecciosa grave, causada pelo M. tuberculosis
(bacilo de Koch), podendo acometer todos os 6rgaos, mas em especial os pulmdes.
As principais manifestacGes da doenca sdo: tosse produtiva com mais de 15 dias,
hemoptise, febre vespertina baixa, suor noturno, dor no térax e perda de peso (Marais
et al. 2005).

Cerca de 70% dos doentes adultos com a forma pulmonar sdo baciliferos, ou
seja, apresentam carga bacteriana nas expectoracfes (escarro). Esses individuos
constituem a fonte habitual de disseminacdo da tuberculose, pois eliminam bacilos
viaveis para 0 meio aéreo. A transmissao ocorre de pessoa a pessoa, pela inalacdo de
goticulas, perdigotos, que contém os bacilos, expelidos pelos doentes através da fala,
tosse e espirro. As goticulas maiores se depositam rapidamente, enquanto as mais
leves, medindo de 1 a 5 um de didmetro, permanecem em suspensdo no ar (nucleos
de Wells) e podem alcangar os bronquiolos e alvéolos (Riley et al. 1995). Estima-se
que durante um ano, cada doente podera infectar em média 10 a 15 pessoas. Apenas
5-10% das pessoas infectadas, desenvolverdo a doenca ativa (Medlar 1955, Bloom &
Murray 1992). Essa casuistica de o individuo infectado vir a desenvolver doenga,
envolve multiplos fatores, desde condi¢des sécio-econdmicas, tempo e frequiéncia de
exposicoes e fonte infectante (carga bacteriana), assim como a viruléncia do bacilo e
fatores genéticos (Heldal et al. 2003).

A maioria das pessoas infectadas desenvolve resposta imune protetora contra
a micobactéria. O M. tuberculosis € um patdgeno intracelular facultativo que replica
dentro dos macréfagos e de células fagocitarias (Schlesinger 1996a). Acredita-se que
dentro de células mononucleares, os bacilos entram em estado de dorméncia, laténcia
(estado metabolicamente inerte do microorganismo). Sobrevivem sem se dividir por
varios anos ou tendo um baixo crescimento, podendo reativar, ao encontrar
condicdes favoraveis (Tufariello et al. 2003). Wayne & Hayes (1996) cultivando M.
tuberculosis (H37Rv), propde um modelo de que o estado de laténcia do bacilo esteja

relacionado com a reducdo do oxigénio no meio, embora haja estudo contraditério,
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sobre a influéncia do oxigénio na infeccdo pulmonar humana (Tsai et al. 2006). A
sobrevivéncia dos bacilos dentro dos macrofagos, possivelmente envolve
metabolismo ativo dessas bactérias. Portanto, afirmar que os bacilos encontram-se
latentes pode ser um termo incorreto. Assim, Orme (2001) critica o termo “laténcia”,
pois ainda ndo foi possivel reproduzir esse estado do bacilo in vitro.

Apos a infeccdo dos macrofagos, podem surgir dois tipos de lesbes: uma
lesdo exsudativa com reacao inflamatoria aguda, contendo leucdcitos circundando os
bacilos. Essa lesdo pode ser observada no parénquima pulmonar, sendo semelhante a
uma pneumonia bacteriana, que resulta em infeccdo priméria ou primo-infecgdo. Em
90% dos casos, a lesdo cicatriza e todo exsudato é absorvido (Bloom & Murray
1992, Tufariello et al. 2003). O outro tipo de lesdo envolve a progressao da primo-
infeccédo, desenvolvendo tuberculose ativa, com formagéo de necrose do tecido. Essa
evolucdo é caracterizada por uma inflamagdo granulomatosa com trés zonas: uma
central de células gigantes multinucleadas contendo os bacilos, uma média de células
epitelioides, usualmente dispostas de modo radial e uma periférica de fibroblastos,
células mononucleares (Gonzalez-Juarrero et al. 2003, Tsai et al. 2006) e linfocitos T
e B dispersos. Em geral, essas reacOes apresentam necrose caseosa central e sdo
denominadas tubérculos. Os granulomas parecem ter papel importante para conter a
expansdo local e sisttmica do foco bacteriano. No entanto, sugere-se que O
rompimento desses tubérculos cause o esvaziamento do seu contetdo formando uma
cavidade no bronquio o que facilita a sua disseminacdo. Posteriormente, ocorre
cicatrizacdo por tecido fibroso ou calcificacdo (Cosma et al. 2003, Tsai et al. 2006,
Lin et al. 2006). A tuberculose secundaria, quando o individuo adquire a doenca
ativa muitos anos apds a primo-infecgdo, pode ocorrer por reativacdo do bacilo ou
por origem exdgena a partir de uma nova contaminacdo embora pareca ser menos
fregiiente (Chiang & Riley 2005).

A disseminacéo para outros 6rgaos parece ocorrer por extensdo direta, atraves
de canais linfaticos e da corrente sanguinea. Na primo-infeccdo, os bacilos da
tuberculose podem propagar-se a partir dos brénquios, via sistema linfatico, para o0s
linfonodos regionais, ou pela corrente sanguinea. No caso da reativacdo, a
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disseminacdo pode se dar pela corrente sanguinea podendo resultar em lesdo miliar
(Gonzalez et al. 2003, Musellim et al. 2005).

As formas extrapulmonares mais comuns sdo pleural, linfoadenite, do SNC,
ganglionar, miliar, 6ssea, geniturinaria, meningoencefalica, ocular, pericérdica, da
pele, da laringe, gastro intestinal, hepatobiliar, da mama, peritoneal e da glandula
enddcrina (Gonzalez et al. 2003, Golden & Vikram 2005).

1.4. Agente Etioldgico.

As micobactérias pertencem a ordem dos Actinomycetales, subordem
Corynebacteriaceae, familia das Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. A
familia das Mycobacteriaceae compreende cerca de 100 espécies diferentes, a
maioria saprofitas de vida livre (Aranaz et al. 1999). Vérias cepas do M. tuberculosis
estdo sendo seqlienciadas. Em 1998 foi publicado o genoma completo da cepa de
referéncia H37Rv (ATCC 27294) do M. tuberculosis (Cole et al. 1998).

Os bastonetes do M. tuberculosis se caracterizam por serem retos e finos, por
ndo formarem esporos, nem flagelos e por ndo produzirem toxinas. Medem de 1 a 4
pum de comprimento por 0,2 a 0,6 um de diametro. Possuem longo periodo de
geracdo (16 a 20 horas) dependendo da oferta de oxigénio, de nutrientes e do pH do
meio. Podem ainda, in vitro, serem cultivados em meios de cultura enriquecidos,
solidos ou liquidos, como Lowenstein-Jensen e Middlebrook 7H10 ou 7H11 (Crump
et al. 2003, Adler et al. 2005).

O envelope do M. tuberculosis é constituido por trés componentes: membrana
plasmética, capsula e parede celular. Um conjunto de componentes ligados a esse
esqueleto forma a cépsula, constituida por polissacarideos, proteinas e lipideos
(Brennan & Nikaido 1995, Daffe & Draper 1998). A parede celular do M.
tuberculosis é basicamente constituida por um complexo de &cidos micolicos,
arabinogalactanas e peptidoglicano (do inglés Mycolyl ArabinoGalactan
Peptidoglican, mAGP); glicolipideos como a lipoarabinomanana (LAM), ancorada a
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membrana plasmatica; lipomanana (LM) que parece ser o precursor de LAM; e
fosfatidilinositol manosideo (do inglés Phosphatidyl Inositol Mannosides, PIMs),
como mostra a Figura 1 (McNeil et al. 1990, Daffe & Draper 1998, Mikusova et al.
2000). A parede celular confere a micobactéria resisténcia a desidratacdo e protecao
a acdo de agentes quimicos, mas ela € facilmente destruida por agentes fisicos como
calor e radiacao ultravioleta (Hobday 1997).

O M. tuberculosis possui a habilidade de formar corddes serpentiformes,
quando cultivado em meio liquido. Isso se deve a presenca de glicolipideos,
conhecidos como fatores de corda, como o dimicolato de trealose, responséaveis por
manter a integridade da parede. Dificilmente coram-se pelo método de Gram devido
as caracteristicas da sua parede celular, embora sejam considerados como Gram
positivos. O complexo mAGP constitui uma barreira periférica hidrofébica, que
durante a coloracdo por Ziehl-Nielsen retém a fucsina. Os &cidos micolicos (acidos
graxos de cadeia longa) parecem ser o suporte molecular da alcool-acido resisténcia.

Essas estruturas da parede celular, encontradas somente em patdgenos
microbianos, sdo denominadas padroes moleculares associados ao patégeno (do
inglés Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPS), que interagem com 0s
receptores de reconhecimento de patdgenos (do inglés Pathogen Recognition
Receptors, PRRS), expressos em macrofagos e outras células fagocitarias. Assim, por
exemplo, durante a resposta protetora no hospedeiro, os acidos micolicos da parede
do M. tuberculosis favorecem a formagdo do granuloma, enquanto os glicolipideos
(LAM) sédo responsaveis pela inducdo da necrose caseosa e parece ter um papel
importante na viruléncia das diferentes espécies de micobactérias (Briken et al.
2004). O fator corda também parece estar envolvido na viruléncia do bacilo, uma vez
que, a administracdo dessa molécula em coelhos induziu tanto no pulméo como no

figado formacdo do granuloma (Hamasaki et al. 2000).

( Glicolipideos (LM e PIM)
Lipoarabinomana (LAM)
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Figura 1. Representacdo esquematica dos componentes da parede celular do M.
tuberculosis. Estrutura da parede celular do M. tuberculosis composta por um
complexo de 4&cidos micdlicos, arabinogalactanas e peptidoglicano (MAGP),
glicolipideos (LM e PIMs) e LAM ancorados a membrana plasmatica.

1.4.1. Principais Proteinas do M. tuberculosis.

Apds o sequenciamento génico do M. tuberculosis, tem sido possivel
investigar proteinas que podem estar envolvidas na patogenicidade, viruléncia ou
mecanismos de evasdo do bacilo. Até o momento, um grande ndmero dessas
proteinas foi identificado, sendo que muitas delas tém func¢des conhecidas (Camus et
al. 2002). Destacaremos algumas que sdo largamente estudadas: CFPs (do inglés
Culture Filtrate Proteins) sdo proteinas do filtrado de cultura do M. tuberculosis e
acredita-se que contenham em torno de 200 proteinas diferentes (Sable et al. 2005b).
Essas proteinas sdo secretadas pelo bacilo e parecem ter uma grande capacidade de
estimular a resposta do hospedeiro. Sdo amplamente usadas em pesquisas como
componentes para novas vacinas protetoras da tuberculose e em sorodiagnosticos
como marcadores da doenca (Bahk et al. 2004, Sable et al. 2005c). Devido ao fato do
M. tuberculosis ter longo periodo de geragéo, e pelo risco do manuseio do bacilo,
foram desenvolvidas técnicas de clonagem para obtencdo de proteinas

recombinantes. Dentre essas proteinas, estd a CFP 10 (Rv3874), uma proteina de 10-

10
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kDa e 0 ESAT-6 (Rv3875) com peso molecular de 6-kDa, (do inglés Early Secretory
Antigenic Target 6), caracterizado por Sorensen et al. (1995). Ambas as proteinas sao
codificadas na regido RD-1 do gene (do inglés Regions of Difference 1) de vérias
espécies do complexo M. tuberculosis, exceto nos subtipos do M. bovis BCG
(Sorensen et al. 1995, Mahairas et al. 1996, Berthet et al. 1998). Um trabalho
utilizando a cepa H37Rv do M. tuberculosis, correlaciona essa regido com a
viruléncia do bacilo, pois ao ser deletada, ha uma atenuacdo da viruléncia. Isso pode
ser observado in vitro, em macrofagos humanos infectados com a cepa H37Rv
deletada na regido RD1, que foi bem menos virulenta, muito semelhante ao M. bovis
BCG. Esses resultados foram confirmados em modelo animal, com camundongos
C57BL/6 (Lewis et al. 2003). Além disso, parece que estas proteinas sdo
imunodominantes durante a resposta imune a infeccdo. O trabalho de Junqueira-
Kipnis et al. (2006) mostra que camundongos nocautes em IFN-y e infectados com
M. tuberculosis, com delecdo génica na regido RD1 (M. tuberculosis mutante)
apresentam crescimento bacteriano mais lento e auséncia de necrose tecidual.
Enquanto no mesmo modelo animal infectado com o M. tuberculosis original
apresenta uma reacdo granulomatosa com necrose, sugerindo que as proteinas
codificadas na regido RD1 estdo envolvidas no processo de citolise no pulmao desses
camundongos. Quando se reconstitui a regido RD1 no M. tuberculosis mutante a
habilidade de causar necrose também é restaurada. Tan et al. (2006) confirmando
esses resultados, demonstraram in vitro que a inativacdo de genes que codificam
ESAT-6 e CFP-10 resulta em baixo crescimento da micobactéria dentro de
macrdfagos. Eles isolaram um mutante do M. marinum, deficiente na secrecdo de
ESAT-6 e CFP-10 e infectaram macrofagos de camundongos. Posteriormente
analisaram a maturacdo do fagossomo nesses macréfagos e verificaram que enquanto
0 M. marinum original reside em um meio pouco acidificado, ndo lisossomal, o
mutante foi encontrado em compartimento acidificado, sugerindo que essas duas
proteinas podem ter um papel na prevencdo da fusdo do fagolisossomo, um
mecanismo de escape da micobactéria para continuar sobrevivendo dentro dos

fagacitos.
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Os antigenos ESAT-6 e CFP-10 sdo também usados em estudos de testes
diagnosticos, como o Quantiferon RD1 (QFN-RD1) ou QFN-Gold que utilizam
sangue total (Dogra et al. 2006). O principio do método € detectar o IFN-y produzido
por linfocitos T especificos a esses dois antigenos (Ravn et al. 2005, Mazurek et al.
2005, Taggart et al. 2006). Outro método é o ELISPOT- IFN-y, cujo principio é
contar as células que foram induzidas pelo ESAT-6 e CFP-10 a produzirem IFN-y
(Goletti et al. 2006, Codecasa et al. 2006) (Quadro 2).

O antigeno HspX (Rv2031c), (do inglés Heat shock protein) é codificado na
regido génica Acr. E uma proteina do choque térmico, com peso molecular de 16-
kDa, também conhecida como proteina a-cristalina. Yuan et al. (1998) observaram a
producdo de HspX pelo M. tuberculosis em modelo experimental usando macréfagos
infectados, demonstrando que micobactérias deficientes do gene Acr possuem uma
reducdo no seu crescimento dentro desses macrdéfagos. Outro trabalho também
mostra que a producdo de HspX é aumentada quando a bactéria esta em estagio
“estacionario” de crescimento, quando ha condicBes desfavoraveis para a replicacdo
(hipoxia e diminuicdo de nutrientes), como na fase latente, sugerindo que essa
proteina atue nos mecanismos de adaptacdo e sobrevivéncia dos bacilos (Mayuri et
al. 2002). O HspX tem acdo também de chaperonina, auxiliando na conformacéo
final das proteinas (Qamra et al. 2005). Na infeccdo humana, esse antigeno é
encontrado na fase latente, desencadeando tanto resposta celular como humoral
(Demissie et al. 2006). Assim, € usado como marcador de fase latente e crbnica da
tuberculose em pesquisa de testes diagndsticos.

O GIcB (Rv1837c) é um antigeno proteico codificado pelo gen GlcB
(também denominado aceB) do M. tuberculosis e M. leprae. E uma enzima malato
sintetase G (MSG), monomérica de 80-kDa, homdloga a malato sintetase (AceB) da
bactéria Corynebacterium glutamicum e da enzima (MSG) da bactéria Escherichia
coli. O GlcB € uma enzima que utiliza a via glioxalato, permitindo que a bactéria
assimile o composto carbono, necessério para sua replicacdo dentro do macréfago
(Munoz-Elias & McKinney 2005). Recentemente, foi levantada a hipotese de que
essa enzima produzida pelo M. tuberculosis exerca fungdo de adesdo. A malato
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sintetase foi encontrada na superficie de bacilos intactos e acredita-se que haja
ligacdo entre o GlcB e a laminina e a fibronectina das células epiteliais do pulméo,
através do seu dominio C terminal (Gnico na malato sintetase produzida pelo M.
tuberculosis) (Kinhikar et al. 2006). Devido sua importancia para o estabelecimento
e a persisténcia da infeccdo pelo M. tuberculosis, o GlcB parece ser um alvo
promissor para 0 desenvolvimento de novos agentes inibidores dessa enzima,
principalmente tendo-se em mente que o desenvolvimento de drogas que atuem nas
vias de persisténcia da infeccdo é fundamental na luta antituberculose (Smith et al.
2004). Em pesquisa € usado como candidato a marcador da tuberculose, sendo ja
testado para o sorodiagnostico de pacientes com tuberculose, co-infectados com HIV
ou ndo (Singh et al. 2005) (Quadro 1).

O Complexo antigénico 85 (Ag 85) é composto por trés proteinas secretadas:
Ag 85A (Rv3804c), Ag 85B (Rv1886¢c) e Ag 85C (Rv0129c), codificadas pelos
genes FbpA, FbpB e FbpC2 respectivamente, com peso molecular entre 30 a 32-kDa.
Possuem atividade micolil transferase, participando da sintese do &cido micolico, que
constitui a parede celular da bactéria, contribuindo para a manutencédo da integridade
da parede e a patogénese da tuberculose. A inibi¢do da transcricdo dos componentes
do complexo Ag 85 parece reduzir o crescimento do M. tuberculosis em cultura
(Harth et al. 2002). A delecdo do gene que codifica o Ag 85A resulta em diminuicéo
da replicacdo da micobactéria dentro de macrofagos in vitro (Armitige et al. 2000).
Ha um trabalho sobre a inibi¢do da atividade micoliltransferase dos trés membros do
complexo, resultando em bloqueio do crescimento da bactéria e demonstrando sua
importancia no desenvolvimento de novas drogas contra a tuberculose (Belisle et al.
1997). Devido as suas caracteristicas imunodominantes, apresentam-se como
candidatos promissores a nova vacina, sendo usados em inimeros experimentos. Em
camundongos foi testada uma vacina BCG recombinante, contendo Ag 85A que
estimula grande expressao de IFN-y e 1gG2a, caracterizando a resposta Thl (Dhar et
al. 2004). Outra vacina estudada envolve a fusdo do ESAT-6 com o Ag 85B, ja na
fase do ensaio clinico de testes em primatas ndo humanos. No entanto, para

implementacdo dessa vacina em programas de vacinacdo, € preciso entender as
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falhas no mecanismo de protecdo da atual BCG a fim de aperfeicoar a acdo da nova
vacina (Dietrich et al. 2006). O complexo Ag 85 também tem sido explorado no seu
uso como candidato ao diagndéstico da tuberculose (Raja et al. 2004, Kashyap et al.
2005) (Quadro 1).

O antigeno MPT-51 (Rv3803c) é uma protei
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Inimeros outros antigenos protéicos do M. tuberculosis sdo encontrados na
literatura. Antigenos como CFP-21, MPT-64, MPT-32, Ag 14-kDa, MPT-63, Hsp60,
Ag 38-kDa e Ag 19-kDa (glicoprotéico) sao testados isolados ou em multicomplexos
para tentar aumentar a acuracia do diagnéstico (Quadro 1). Por exemplo, o trabalho
de Wang et al. (2005) combinam os antigenos ESAT-6, CFP-21, MPT-63 e MPT-64
para teste de sorodiagnostico da tuberculose em pacientes com a doenca ativa. Na
Venezuela, outro trabalho testa um sorodiagnéstico usando combinacdo de antigenos
PPD, Ag 38-kDa e Hsp60 para diagnostico da tuberculose em criangas (Araujo et al.
2004).

1.5. Resposta Imune ao M. tuberculosis.

1.5.1. Resposta Inata.

Diversos trabalhos séo realizados na tentativa de elucidar melhor as etapas
envolvidas nos mecanismos de protecdo do hospedeiro para conter o bacilo da
tuberculose, assim como definir os mecanismos de escape do bacilo a fim de manter
sua sobrevivéncia.

Na infeccdo inicial, o hospedeiro ao inalar as goticulas contendo os bacilos,
resiste a esses microorganismos através das barreiras fisicas da nasofaringe,
clearence mucociliar, secre¢do traqueobronquial e defesa celular inespecifica,
mediada principalmente por células broncoepiteliais, macréfagos, neutréfilos e
células NK. Contudo muitos bacilos do M. tuberculosis conseguem sobreviver e se
multiplicar dentro das células apresentadoras de antigeno (APCs): as ceélulas
dendriticas (DCs) e os macrdfagos, gerando a tuberculose primaria (Schlesinger
1996b).

Os macrofagos alveolares, tanto no homem como em camundongos, ao

reconhecerem os PAMPs do M. tuberculosis, através de receptores PRRS, tornam-se
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ativados e fagocitam os bacilos (Schlesinger 1996b, Nau et al. 2002). H& liberacdo
pelos macrofagos de citocinas pré-inflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12 e
quimiocinas como IL-8 e MIP-1 (do inglés Macrophage Inflammatory Protein-1),
que estimulam o recrutamento de leucdcitos para o sitio da infecgdo (Takashima et
al. 1990, Rhoades et al. 1995, Sadek et al. 1998). Os receptores de reconhecimento
na superficie dos macrofagos alveolares sdo os receptores do complemento CR1,
CR3 e CR4 que se ligam a fragmentos do C3, capazes de opsonizar antigenos do M.
tuberculosis (Ferguson et al. 2004) e os receptores PRRs.

Os receptores PRRs sdo: receptores de manose que se ligam a glicolipideos
como LAM da parede celular do bacilo (Kang et al. 2005); receptores semelhantes ao
Toll (TLR-2 e TLR-4), que reconhecem componentes do bacilo: lipoproteina de 19-
kDa, LAM, e outros glicolipideos (Nau et al. 2002, Quesniaux et al. 2004);
receptores scavenger que reconhecem componentes de lipoproteina de baixo peso
molecular (LDL), polissacarideos e glicolipideos. Outro receptor recentemente
descrito € 0 NOD2 (do inglés Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2), uma
proteina intracelular, contendo repeticbes do aminoécido leucina, similares ao TLR,
responsavel pelo reconhecimento de peptidoglicanos de bactérias gram negativas e
positivas. Ferwerda et al. (2005) em estudo in vitro, levantam a hipdtese que o NOD2
pode ser um sistema independente, capaz de reconhecer componentes do M.
tuberculosis dentro da célula fagocitaria, de forma sinérgica com o0s receptores de
Toll.

As DCs podem reconhecer o M. tuberculosis, via receptores de Toll (TLR)
que interagem com PAMPs, de forma semelhante aos macrofagos. Um trabalho
realizado com células humanas demonstra que as DCs ativadas aumentam a
expressdao de varios coestimuladores e de moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (do inglés Major Histocompatibility Complex, MHC)
na sua superficie. Ainda, essas células infectadas secretam quantidades elevadas de
citocinas pré-inflamatorias, tais como: IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-o (Henderson et al.
1997). As DCs existem em diferentes estdgios de maturacdo e ativacao,
caracterizados fenotipicamente por marcadores de superficie como CD11b, CD11c,
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CD80, CD86, CD54, CD40, MHC de classe | e I, e por sua fungdo. Enquanto as

DCs imaturas sdo mais eficientes para capturar os antigenos, as DCs maturas

exercem melhor a funcdo de estimular linfocitos T, demonstrado em estudos usando
precursores de DCs, derivados da medula dssea e estimulados com o M. tuberculosis
(Latchumanan et al. 2002, 2005). As DCs a medida que migram para os linfonodos
regionais vdo amadurecendo e ao chegarem nos linfonodos, apresentam os antigenos
processados aos linfocitos T virgens, via MHC (Humphreys et al. 2006). As DCs
podem contribuir na regulacdo da resposta imune, induzindo resposta Thl, pela
liberagdo IL-12. Essa resposta celular induzida por DCs parece favorecer a evasao
das micobactérias para outras células, provavelmente por lise dos macréfagos
infectados, com liberacdo de bacilos vivos e mortos, que poderdo ser engolfados
pelas DCs. Com a migracdo das DCs para os orgdos linféides secundarios, pode
haver disseminacdo das micobactérias para esses orgaos (Latchumanan et al. 2005).

O M. tuberculosis desenvolveu varios mecanismos de escape, para conseguir
sobreviver e replicar dentro das células: para evitar a acdo dos macrofagos,
componentes do bacilo como a lipoproteina de 19-kDa, via TLR2, inibe a sinalizacdo
de IFN-y em macrofagos humanos, resultando em diminuigdo da expressdo de MHC
de classe Il e consequentemente inibicdo da apresentacdo de antigenos
micobacterianos aos linfocitos T (Noss et al. 2001, Gehring et al. 2003); A LAM
inibe a acdo dos compostos intermediarios de formas reativas do oxigénio e diminui
a producdo de citocinas pro-inflamatorias (Briken et al. 2004); As micobactérias
podem também induzir a liberacdo de fatores supressores da resposta imune pelos
macrofagos como TGF- e IL-10, porém sua maior habilidade € deter o processo de
maturagdo do fagossomo, bloqueando a a¢do da bomba de préton e impedindo assim
a acidificacdo do meio, que é requerida para a fusdo do fagossoma com o lisossoma.
Deste modo o bacilo permanece num meio intracelular ndo acidificado (Ting et al.
1999, Geijtenbeek et al. 2003, Stewart et al. 2005).

As células NK reconhecem anticorpos IgG opsonizando antigenos na
superficie de células alvo. Pesquisas do papel das células NK e NKT na resposta

inata contra o bacilo da tuberculose, realizados com camundongos infectados,
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mostraram que essas células respondem rapidamente ao modelo de infeccdo gerado
por antigenos da parede celular do M. tuberculosis, tornando-se efetoras, (Apostolou
et al. 1999, Junqueira-Kipnis et al. 2003). No entanto, embora as células NK e NKT
sejam detectadas no inicio da resposta inata, elas ndo constituem o principal
mecanismo protetor contra a tuberculose.

Acredita-se que 0s mecanismos pelos quais as celulas NK destroem as células
alvo infectadas pelo M. tuberculosis sejam por liberacdo de granulos citotoxicos, as
perforinas e por induzir as células alvo a entrarem em apoptose, como foi observado
no modelo experimental em camundongo realizado por Junqueira-Kipnis et al.
(2003). Ja outro trabalho realizado in vitro com células humanas, demonstra que 0s
macrofagos infectados com os bacilos sdo mortos por acdo das células NK e esse
mecanismo parece ocorrer por apoptose e ndo por acdo dos granulos citotdxicos
(Brill et al. 2001). Esse fenémeno ocorre porque as células NK possuem em sua
superficie receptores indutores da apoptose, capazes de se ligarem as células alvo e
sinalizar para que se inicie a apoptose. Entretanto, 0 mecanismo de morte celular
ainda ndo estad bem definido, embora haja evidéncias sugerindo que a via Fas-FasL
seja usada nesse processo (Oshimi et al. 1996).

1.5.2. Resposta Celular.

Os linfocitos T yo respondem ao patdgeno tanto na resposta imune inata como
na adquirida e influenciam no desenvolvimento do granuloma. Esses linfocitos
podem reconhecer antigenos do M. tuberculosis, ndo dependendo da apresentacao
pela via classica de moléculas MHC, mas atraves da proteina CD1 (Ulrichs &
Porcelli 2000). Em experimento realizado em camundongos infectados por M. avium,
nocautes em linfocitos T yd observa-se uma diminuicdo do recrutamento de
neutréfilos e da inflamagdo no pulmédo destes animais (Saunders et al. 1998).
Estudando trabalhadores da salde e contatos de pacientes tuberculosos, Ordway et al.

(2005b) sugeriram que aqueles que desenvolvem a doenca ativa, mostram um
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mecanismo compensatorio na fase inicial da doenca, envolvendo um aumento da
resposta citolitica liderada pelos linfocitos T yo, porém essas células ndo conseguem
por si so proteger o individuo de desenvolver a infeccéo.

Os linfocitos T CD8" reconhecem antigenos protéicos do M. tuberculosis, que
foram processados no citosol e apresentados via moléculas MHC de classe I. Ao
tornarem-se ativados, exercem acao citolitica nas células alvo infectadas pelo bacilo,
por mecanismos semelhantes aos das células NK, com liberacdo de perforina ou por
via CD95-FasL, sinalizando para apoptose das células alvo (Brookes et al. 2003).
Alguns estudos com modelos animais em camundongos e com células humanas in
vitro tém mostrado que, inicialmente os linfocitos T CD8" produzem pequenas
quantidades de IFN-y. Com a cronificacdo da infeccdo, a producdo de IFN-y
aumenta, contrastando com os efeitos citotoxicos dessas células, maiores na fase
inicial da resposta, mas ndo na fase crbnica, embora a habilidade de sintetizar
perforina esteja intacta. O entendimento dessa perda de funcdo citotoxica ainda
permanece obscuro (De La Barrera et al. 2003, Lazarevic et al. 2005).

Embora todos os linfécitos T af3 e yo estejam envolvidos na defesa contra o
M. tuberculosis, as células efetoras essenciais sdo os linfocitos T CD4"of. Saunders
et al. (2002), em estudo de animais infectados com o bacilo, nocautes de CD4,
comprovaram a importancia de células CD4, na amplificacdo da resposta protetora
do hospedeiro, pela ativacdo de células efetoras e recrutamento leucocitario para o
sitio da infecgdo.

Estudos sobre as funcdes dos linfocitos T CD4" contra diversas doencas
humanas mostram que os linfécitos T podem ser classificados fenotipicamente em
subpopulacdes, derivadas de células Th precursoras (do inglés T helper). Essas
células sofrem diferenciacdo, dependo das citocinas secretadas no meio em: células
ThO quando IL-2 presente, células Thl sob acdo de IL-12, resultando em resposta
imune celular e células Th2 quando IL-4 encontra-se presente, resultando em
resposta imune humoral (Liew 2002). As células Thl sdo caracterizadas por sua
habilidade em produzir citocinas como o IFN-y que atuam sobre macréfagos e
mondcitos, e IL-2 que age na proliferacdo de linfécitos T. As células Th2 produzem
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citocinas como a IL-4, IL-5 e IL-10 que levam a ativacdo de linfocitos B para
secrecdo de imunoglobulinas (Bass et al. 1989, Herring et al. 2004). Uma pesquisa
com camundongos mostra a importancia do IFN-y na resposta protetora do
hospedeiro. Esses animais, com delecdo do gen para IFN-y foram incapazes de conter
e controlar a infecgdo causada pelo M. tuberculosis. Foi observado um aumento do
numero de bacilos e ampliacdo da lesdo com necrose (Cooper et al. 1993).

Ja Surcel et al. (1994) estudando a proliferacdo de linfocito T e citocinas no
sangue periférico de pacientes com tuberculose ativa, observaram que ha um
aumento de IL-4, mas ndo de IFN-y em resposta a estimulacgdo, sugerindo entdo uma
resposta tipo Th2 nos pacientes. Outro trabalho confirma essa hipdtese, reportando
que a detecgdo de IL-4, em um grande numero de bovinos infectados pelo M. bovis,

estd associada com o avango da imunopatologia da doenca (Rhodes et al. 2000).

1.5.3. Resposta Humoral.

A importancia dos linfécitos B na tuberculose ndo esta bem elucidada
(Vordermeier et al. 1996, Bosio et al. 2000). Enquanto o trabalho de Welsh et al.
(2005) indica que o aumento da resposta humoral esta associado com a progressao e
severidade da doenca, pois acompanhando a evolucdo da infec¢do bovina causada
pelo M. bovis, observaram uma diminuicdo da secrecdo de IFN-y com depresséo da
resposta celular, elevacdo da expressdo de IL-10 e aumento da resposta humoral na
fase mais severa da doenga. Outro trabalho sugere que a presenca de agregados de
linfécitos B nos granulomas, em camundongo e em tecido humano, pode estar
associada a protecdo contra a tuberculose (Tsai et al. 2006).

Anticorpos séricos, que reconhecem especificamente antigenos provenientes
do M. tuberculosis, também estdo presentes nos individuos que entraram em contato
com o bacilo e podem ser usados como marcadores da tuberculose (Greenaway et al.
2005). As pesquisas indicam que o perfil de anticorpos, que reconhecem

especificamente os antigenos das micobactérias, é alterado com a progressao da
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doenca, sugerindo que esses microorganismos secretam proteinas antigénicas
diferentes nas formas distintas da doencga pulmonar: primaria, latente, cavitaria e nao
cavitaria e mesmo na extra-pulmonar (Lyashchenko et al. 1998a, Singh et al. 2005).
Hé& também a hipotese de que a secrecdo desses antigenos pode ser diferenciada entre
grupos e populagdes infectadas, como observado em pacientes coinfectados com o
virus HIV (Lyashchenko et al. 1998b, Colangeli et al. 1999). Um papel importante
desempenhado pelos anticorpos é o clearence de antigenos e produtos do M.
tuberculosis liberados no sitio da infeccdo. Um estudo sobre a cinética de
distribuicdo de LAM administrada em camundongos, demonstra que a LAM se liga a
IgM especificamente, contribuindo para a excre¢do hepatobiliar deste produto
(Glatman-Freedman et al. 2000).

1.5.4. Principais Citocinas Envolvidas na Resposta Imune a Tuberculose.

Vérias citocinas estdo envolvidas na resposta imune contra o bacilo da
tuberculose. As citocinas pré-inflamatérias normalmente compartilham atividades
bioldgicas na estimulacdo de células de origem hematopoiética e linféides. Enquanto
outras agem na regulacdo da resposta inflamatoria.

A IL-12 produzida pelas APCs, em modelo experimental, estimula as células
T e NK efetoras, a secretarem IFN-y, que agem sobre as APCs, recrutando mais
células mononucleares para formagdo do granuloma e aumentando a expressao de
MHC e de moléculas co-estimuladoras na superficie dessas células (Cooper et al.
1997). Outras citocinas agem sinergicamente com a IL-12, na sinalizacdo de
linfocitos T para produzirem IFN-y. Esse fenémeno foi mostrado usando
camundongos nocautes para IL-12 e IL-18 simultaneamente, onde observou-se que a
auséncia dessas citocinas nao impediu a resposta imune mediada por IFN-y
(Kawakami et al. 2004). A IL-23 € uma dessas citocinas que age de forma sinérgica a
IL-12, contudo ndo contribui substancialmente para resisténcia do hospedeiro,
quando a IL-12 esta presente (Chackerian et al. 2006).
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O receptor de IL-12 (IL-12RB1) tem ganhado destaque nos Gltimos anos, com
a hipotese de que seu polimorfismo génico pode contribuir para o aumento da
susceptibilidade a varias doencas, incluindo a tuberculose (Akahoshi et al. 2003,
Remus et al. 2004). H& indicacbes que variagBes genéticas nesse receptor podem
predispor alguns individuos a tuberculose, por diminui¢do da ligacdo de IL-12 e de
IL-23, que também compartilha o receptor IL-12RB1, resultando em disfuncéo
parcial de IFN-y (Remus et al. 2004, Lee et al. 2005).

O TNF-a é essencial para a protecdo contra o bacilo na formacdo e
manutencdo do granuloma. Camundongos nocautes em TNF-a infectados via aerosol
pelo M. tuberculosis sdo susceptiveis a infec¢do, gerando uma formacgéo deficiente
do granuloma e necrose exarcebada no pulmado, embora desenvolvam resposta
celular normal contra o bacilo. Acredita-se que ha uma correlacdo entre a producgéo
de TNF-a e a liberagdo de dxido nitrico (Bean et al. 1999, Sharma et al. 2004). Um
estudo envolvendo genética humana sugere que variacbes no gene do TNF-a em
combinacdo com o gene HLA podem levar um aumento na susceptibilidade a
tuberculose, levantando a hipotese da importancia do TNF-a na protecdo contra a TB
(Selvaraj et al. 2001).

A IL-10 deve também ser destacada na resposta as micobactérias. Pode ser
produzida por macrofagos e DCs ativadas. De uma maneira genérica, a IL-10 modula
negativamente a resposta inflamatdria e impede a proliferacdo de células T. Além de
regular negativamente a produgéo de IL-12, IFN-y, TNF-a e NO (de Waal Malefyt et
al. 1993). Esta modulacdo da resposta inflamatoria envolve varios aspectos, dentre
eles a diminuicdo da expressao de moléculas co-estimulatérias e moléculas MHC em
células APCs (Koppelman et al. 1997). Camundongos deficientes em IL-10,
infectados com M. bovis, apresentam resisténcia maior a tuberculose (Murray &
Young 1999). Jacobs et al. (2002) confirmam esses resultados, porém o0s
camundongos ndo tiveram aumento de IFN-y, sugerindo que outro mecanismo foi
responsavel pela resisténcia a doenca. Turner et al. (2002) acompanharam a evolugéao
da tuberculose em camundongos alterados geneticamente, para produzirem

constitutivamente 1L-10. Eles observaram que esses animais ndo tiveram aumento da
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susceptibilidade a doenca durante o estagio inicial da infeccdo, mas no estagio
crénico da tuberculose, onde apresentaram reacdo exarcebada com aumento do
numero de bacilos no pulméo, recrutamento maior de macréfagos e decréscimo de
TNF-o, IL-12 e IFN-y. J& outro trabalho usando camundongos com alteracéo
genética ligada ao cromossomo X, mostra que apesar do aumento de IL-10 e maior
susceptibilidade nos estagios iniciais da doenca, na fase crénica esses animais
controlam a infec¢do como os animais controle (Junqueira-Kipnis et al. 2005).

O IFN-y secretado pelos linfécitos T, tem acdo na ativacdo dos macréfagos
infectados e no recrutamento de outras células mononucleares para o sitio da
infeccdo para formacao do granuloma. Camundongos depletados no gene para IFN- y
falham na ativacdo de macréfagos e em conter o crescimento do bacilo (Flynn et al.
1993). O papel do IFN-y e seus receptores na tuberculose humana tém sido
estudados, e parece que alteracBes genéticas na regido promotora do receptor-1
(IFNGR1) podem estar associadas com a susceptibilidade a doenca. No entanto esta
hipbtese precisa ser melhor elucidada (Bulat-Kardum et al. 2006).

A IL-6 é requerida para inducdo de resposta celular ao bacilo, estimulando
produgdo de IFN-y no inicio da infeccdo. Camundongos nocautes em IL-6, quando
infectados com M. tuberculosis, apresentam diminuicdo da secrecdo de IFN-y, mas
conseguem controlar o crescimento bacteriano no pulméo, sugerindo acédo sinérgica
de outras citocinas no local (Saunders et al. 2000).

A IL-2 e IL-15 estdo envolvidas na resposta imune contra o bacilo da
tuberculose. Elas atuam na ativacdo de células NK para producédo de IFN-y (Becknell
& Caligiuri 2005, Rausch et al. 2006).

A IL-4 é produzida por todos os subgrupos de células T e tem a funcéo
principal de direcionar a resposta imune para Th2. Estad aumentada na fase cronica da
tuberculose (Ordway et al. 2005a).

1.6. Diagndstico da Tuberculose.
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1.6.1. Testes Diagnosticos em Uso.

Todos os pacientes com os sintomas clinicos classicos da tuberculose: tosse
persistente com expectora¢do ou ndo por mais de duas semanas, febre vespertina,
sudorese noturna, dor toracica, dispnéia, emagrecimento e hemoptise devem ser
investigados quanto a ocorréncia de tuberculose. Os exames laboratoriais para
diagnostico incluem baciloscopia e cultura do escarro ou lavado broncoalveolar,
radiografia do tdrax e teste tuberculinico (Ministério da Saude 2002).

A pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) no escarro é muito Util
no diagndstico da tuberculose pulmonar. Porém, muitos trabalhos mostram que ha
oscilacdo na sensibilidade desse teste, de acordo com a apresentacdo da doenca, entre
30 a 80%, com valor preditivo positivo variando entre 73 a 98%, quando comparados
com o teste padrdo ouro, que é a cultura do bacilo feito com o material bioldgico
infectado (Nelson et al. 1998, Craft et al. 2000). No entanto, a cultura apresenta a
desvantagem de ser uma técnica com resultado demorado, devido ao crescimento
lento do bacilo, variando de trés a oito semanas e a sensibilidade do teste também
oscila entre 30 a 85% dependendo dentre outras causas, das lesbes pulmonares
apresentadas (Walton et al. 2005).

A radiografia do térax é usada na avaliacdo da evolucdo da tuberculose
pulmonar em resposta ao tratamento e na exclusdo de outra doenca pulmonar.
Trabalhos anteriores mostram que a radiografia apresenta baixa especificidade, em
torno de 65%, variando conforme a lesdo apresentada. Tanto a especificidade como a
sensibilidade aumenta nas avaliacbes radiologicas quando se evidencia leséo
cavitaria (Graham et al. 2002, van Cleeff et al. 2005).

O teste de mantoux, tuberculinico ou comumente denominado no Brasil de
PPD é um teste de hipersensibilidade tardia, utilizado para diagnosticar a tuberculose
infeccdo e ponderar a instituicdo de quimioprofilaxia em individuos com resultados
positivos, principalmente se forem pessoas com alto risco de desenvolver a doenga,
como os imunocomprometidos. E um diagndstico auxiliar em criangas suspeitas de

estarem com tuberculose, uma vez que elas normalmente ndo sdo baciliferas
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(apresentam baciloscopia negativa) e em individuos com formas extra-pulmonares. O
PPD é uma ferramenta complementar nos programas de tuberculose, pois avalia
vacinacdo com BCG e medidas a serem adotadas no combate dessa doenca. Assim,
resultados falso-positivos sdo esperados em individuos que foram vacinados nos
ultimos 10 anos (Farhat et al. 2006). Embora possam ocorrer também resultados
falso-negativos em individuos imunossuprimidos, como os portadores do HIV e

individuos parasitados por helmintos (el-Kalouby et al. 1979, Yusuph et al. 2005).

1.6.2. Testes Soroldgicos Usados em Pesquisa para Diagndstico.

Devido a gravidade da tuberculose sdo necessarias novas ferramentas para o
combate dessa doenca, principalmente medidas que visem um répido diagndstico e
tratamento eficaz. Alguns métodos pesquisados podem ser testes promissores para 0
diagnostico de triagem e monitoramento da tuberculose, principalmente em regifes
endémicas, auxiliando o diagndstico em criangas, pacientes ndo baciliferos, pacientes
com tuberculose extra-pulmonar e aqueles com alto risco de desenvolver a doenga.
Desse modo, muitos antigenos protéicos secretados pelo M. tuberculosis estdo sendo
estudados como marcadores em testes sorolégicos.

O teste de ELISA (ensaio imunoenzimatico) indireto baseia-se na utilizacdo
de antigenos expressos em grande quantidade pelo M. tuberculosis H37Rv,
purificados por técnicas especiais, onde séo testados quanto a presenca de anticorpos
especificos, nos soros de individuos com tuberculose ativa e de seus contatos. Esses
ensaios incluem a dosagem de anticorpos das classes 1gG, IgM e IgA, na tentativa de
avaliar qual ou quais anticorpos sdo secretados nas diferentes fases da doenca, que
possam caracterizar a tuberculose. As pesquisas tém sugerido que os antigenos de
baixo peso molecular apresentam melhor imunodominéancia (Sable et al. 2005a), tais
como o CFP-10, CFP-21, MPT-51, ESAT-6, MPT-63, MPT-64, GlcB, GroES, HspX
e 0 Antigeno 85 entre outros.
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Os ensaios de ELISA sdo um dos testes mais estudados, pelas vantagens
apresentadas como baixo custo, facil manuseio e adaptacdo da metodologia (manual
e automacao). Singh et al. (2003) testaram um ensaio de ELISA, avaliando a resposta
humoral a dois antigenos: MPT-32 e GlcB de pacientes com tuberculose ativa,
diagnosticados pela baciloscopia. A sensibilidade do teste foi 68,0% (MPT-32) e
75,0% (GIcB). Conde et al. (2004) recrutaram pacientes com doencga ativa e contatos
para avaliacdo sérica de IgA e IgG contra o antigeno P-90 e observaram que IgA,
apresentou sensibilidade (74,0%) e especificidade (68,0%) maiores no teste, do que
para 1gG, sensibilidade de 69,0% e especificidade 64,0%. No entanto para os dois
anticorpos houve resultados falso-positivos no grupo dos controles saudaveis. Ja Raja
et al. (2004) usaram o ensaio ELISA para avaliar o reconhecimento do antigeno 85B
(Ag 30-kDa) por anticorpos séricos da classe 1gG, IgA e IgM, de individuos com
tuberculose. A sensibilidade do teste foi 67,4% para 1gG, 14,8% para IgA e 14,3%
para IgM, e especificidade de 99%, 96,7% e 92,0% respectivamente (Quadro 1).

Em outro trabalho, Wang et al. (2005) mostraram a resposta do anticorpo IgM
aos antigenos CFP-21, ESAT-6, MPT-63 e MPT-64, obtendo sensibilidade de
34,6%, 60,3%, 52,6%, 78,2% respectivamente e para o anticorpo IgG foi 46,2%,
64,1%, 93,6%, 57,7%. Quando o ensaio ELISA foi realizado com todos os antigenos
associados esta porcentagem aumentou para 96,2% (IgM) e 84,6% (IgG), sugerindo
que a combinacdo de um ou mais antigenos pode aumentar a acurdcia do teste
(Quadro 1).

Uma pesquisa envolvendo o uso dos antigenos MPT-51 e GlcB na dosagem
de 1gG sérico de pacientes com HIV co-infectados com tuberculose, demonstra que
79,0% reconhecem o GIcB e 92,0% o MPT-51. Para pacientes com TB*/HIV a
sensibilidade foi 70,0% (GlcB) e 60,0% (MPT-51). Quando se associa 0s antigenos,
a sensibilidade aumenta para 83,0% (Singh et al. 2005). O trabalho de Achkar et al.
(2006) avalia a presenca de anticorpos especificos aos antigenos MPT-51 e GlcB em
pacientes com TB, diagnosticados por cultura positiva. A sensibilidade e
especificidade para os dois antigenos testados foi 58,0% e 98,0% respectivamente
(Quadro 1).
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Ainda, outro estudo utiliza o ensaio de ELISA, para analisar o perfil de vérias
subclasses de IgG especificos ao antigeno ES-31 em diferentes pacientes com
tuberculose. Os resultados mostram que na tuberculose ativa os anticorpos 1gG1 e
IgG3 especificos a essa serina protease estdo aumentados, sugerindo seu uso como
marcador de doenca ativa (Gupta et al. 2005).

A imunocromatografia é também um teste soroldgico rapido que pesquisa
anticorpos especificos para antigenos do M. tuberculosis, porém apresenta a
desvantagem do custo elevado. Um teste de imunocromatografia, que esta na fase 111
do ensaio clinico para uso comercial, detecta anticorpos IgG contra antigenos do M.
tuberculosis, usando sangue total, plasma e soro. Os melhores resultados foram
obtidos na dosagem realizada no soro, onde a sensibilidade do teste foi de 65,0% e
especificidade de 67,0% (Gounder et al. 2002). Outro trabalho realizado
recentemente, usa cinco antigenos incluindo o antigeno 38-kDa. A sensibilidade e
especificidade desse teste em estudos prévios com soro de pacientes com tuberculose
pulmonar da Turquia foram 33,3% e 100% respectivamente, comparado com a
pesquisa de BAAR no escarro (Ongut et al. 2006) (Quadro 1).

Quadro 1. Sensibilidade e especificidade dos testes ELISA e Imunocromatografia
usados em pesquisa.
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Teste Teste padrdo| Antigeno |Anticorpo Sen5|2/|:|dade Especi;)udade Referéncia
BAAR MPT-32 1gG 68,0 ND* Sing et al 2003
BAAR GlcB 19G 75,0 95,0 Sing et al 2003
IgA 74,0 68,0
Cultura P-90 1gG 69.0 64.0 Conde et al 2004
19G 67,4 99,0
Cultura Ag 85B IgA 14,8 96,7 Raja et al 2004
IgM 14,3 92,0
19G 46,2 100,0
Cultura CFP-21 IgM 34.6 1000 Wang et al 2005
19G 64,1 100,0
ELISA Cultura ESAT-6 IgM 60.3 1000 Wang et al 2005
19G 93,6 100,0
Cultura MPT-63 IgM 52,6 1000 Wang et al 2005
19G 57,7 100,0
Cultura MPT-64 IgM 782 1000 Wang et al 2005
Cultura MPT-51 19G 60,0 ND Sing et al 2005
Cultura GlcB 1gG 70,0 ND Sing et al 2005
Cultura MPT-51 1gG 58,0 98,0 Achkar et al 2006
Cultura GlcB 19G 58,0 98,0 Achkar et al 2006
Cultura 5 ags 19G 65,0 67,0 Gounder et al 2002
IMUNOCRO
MATOGRAFIA BAAR |4 ags+38kDa 19G 33,3 100,0 Ongut et al 2006

* ND = ndo declarado

Ja o QuantiFERON-TB é um teste comercial, que avalia a producao de IFN-y,
liberado pelos linfocitos T, apds estimulo com o PPD. Muito usado em paises de
baixa endemia, no entanto, em paises endémicos, onde had maior exposicdo aos
bacilos, a porcentagem de falso-positivos pode ser elevada. O QuantiFERON-TB
Gold ou QuantiFERON-RD1 substitui o QuantiFERON- TB, usando os antigenos
ESAT-6 e CFP-10, codificados na regido RD-1 do genoma do M. tuberculosis, e ndo
0 PPD, na tentativa de eliminar os resultados falso-positivos em pacientes vacinados
com BCG. Tem sido considerado um teste promissor, em paises ndo endémicos. A
proposta € identificar formas latentes da tuberculose, possuindo uma sensibilidade
acima de 80,0%, no entanto possuem a desvantagem de terem um custo elevado
(Ravn et al. 2005, Dogra et al. 2006) (Quadro 2).

Outra pesquisa compara 0 QuantiFERON-TB com o ELISA, mostrando

resultados de melhor especificidade, em relacdo ao teste tuberculinico, entretanto a
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porcentagem de indeterminados e positivos foram diferentes entre os dois testes
(Ferrara et al. 2006).

O teste ELISPOT (do inglés Enzyme-Linked ImmunoSPOT) permite
quantificar o nimero de células, que secretam uma determinada citocina ou anticorpo
a partir de uma suspensdo celular, estimulada com antigenos, e marcadas
especificamente (SPOTs). A avaliacdo da cinética de celulas produtoras de
anticorpos (plasmacitos) especificos ao bacilo durante o tratamento da tuberculose,
demonstrou que houve um rapido decréscimo dessas células (SPOTSs), logo no inicio
da terapia sugerindo seu uso para monitorar a terapéutica, embora seja um teste de
custo elevado (Sousa et al. 2000).

Goletti et al. (2006) utilizam o ELISPOT para avaliar o IFN-y secretado em
resposta ao ESAT-6 e CFP-10 em amostras de pacientes com tuberculose ativa. Os
resultados foram comparados com outros testes comerciais: 0 QuantiFERON-TB
Gold e o T SPOT-TB (que também usam ESAT-6/CFP-10). A sensibilidade do
ELISPOT foi de 70,0% e a especificidade foi de 91,0% (Quadro 2).

Quadro 2. Sensibilidade e especificidade dos testes ELISPOT e Quantiferon- RD1
usados em pesquisa.

Sensibilidade | Especifidade

Teste Teste padrao Antigeno % % Referéncia
ELISPOT Rlbgsdeome [ 70,0 91,0 | Goletti etal 2006
QUANTIFERON %ﬂt,:g EEZ-Tl-Oé 8.0 97.0 Ravn et al 2005
RD1 PPD Egi’_ﬁ_oé 95,0 ND** Dogra et al 2006

* QFN-GOLD = Quantiferon-RD1 ou GOLD, usam os antigenos ESAT-6 e CFP-10.
** ND =ndo declarado

1.7. Tratamento.

O tratamento da tuberculose é padronizado por cada pais, seguindo as normas
de recomendacdo da OMS. No Brasil, o Ministério da Saude normatizou a

distribuicdo das medicacgdes pelo sistema de salde, através de seus postos municipais
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de atendimento. O tratamento inicial é o esquema I, sendo adotados trés medicaces:
rifampicina (R), isoniazida (H) e pirazinamida (Z). Esse esquema deve ser mantido
por 6 meses, de forma regular, todos os dias. Em casos especiais, 0 esquema terapico
proposto pode ser mais longo. Nos primeiros dois meses, sdo utilizadas as trés
medicac¢0es juntas. Ja nos Ultimos quatro meses, passa-se a usar apenas a rifampicina
associada a isoniazida. O motivo da utilizacdo de mais de uma medicagdo contra o
mesmo germe € que a taxa de resisténcia do microorganismo a este esquema triplice
é baixa, assim os medicamentos agem em lugares diferentes, de maneira sinérgica.
No caso de gestacdo, o tratamento ndo deve ser alterado (Ministério da Saude 2002).

Além do esquema de tratamento RHZ, existem outros esquemas (Quadro 3),
utilizados nos casos de faléncia do esquema I, que pode ocorrer por multi-resisténcia
as drogas desse esquema, resultando em aumento do tempo de tratamento e
combinacdo de outras drogas. Infelizmente o numero de casos de pacientes com
bacilos multi-resistentes tem aumentado, fazendo-se necessario o desenvolvimento
de novas drogas (Lalloo et al. 2006).

A profilaxia ainda ¢é feita pela vacina de BCG, constituida por uma cepa
avirulenta do M. bovis, variando os esquemas de vacinagdo de acordo com a taxa de
incidéncia da tuberculose. E uma vacina segura, administrada em recém-nascidos,
estimulando uma memaria imunoldgica protetora de longa duracdo. Contudo, muitos
estudos mostram que 0s niveis de protecdo desta vacina, em populagdes diferentes,
variam de 0 a 80% (Andersen & Doherty 2005). No Brasil, um estudo realizado
sobre a situacdo da BCG conclui que aqui também ha uma variabilidade na protecao,
principalmente apds dez anos de imunizacdo (Barreto et al. 2005). A vacina BCG foi
originalmente desenvolvida com administracdo via oral e posteriormente foi usada a
via intradérmica. Em nosso pais foi usada a administracdo oral da BCG até os anos
70.

Atualmente, no Brasil, 0 Ministério da Saude oferece a BCG na rotina aos
recém-nascidos com peso maior ou igual a 2000g, criangas portadoras do HIV e PPD
negativas, profissionais de saude com PPD entre zero e nove milimetros e contatos

domiciliares com hanseniase. A segunda dose, administrada desde 1994, em criangas
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em idade escolar (6 a 10 anos), foi suspensa a partir de junho de 2006. Essa
determinacdo se deve aos achados sobre a baixa eficacia da segunda dose,
observados no mundo todo, e confirmados aqui no Brasil, de que o refor¢co nédo

oferece protecdo adicional (Ministério da Satde 2006, Dantas et al. 2006).

Quadro 3. Esquemas de tratamento padronizados pelo Ministério da Sadde, com base

na forma clinica e historia de tratamento anterior.

ESQUEMAS | ESQUEMA I ESQUEMA II * ESQUEMA IR ESQUEMA I11
ESQUEMA ESQUEMA ESQUEMA DE ESQUEMA DE
BASICO MENINGO REFORCO FALENCIA DOS
ENCEFALICO ESQ.IEIR
ISONIAZIDA ISONIAZIDA ISONIAZIDA PIRAZINAMIDA
DROGAS RIFAMPICINA RIFAMPICINA RIFAMPICINA ETAMBUTOL
PIRAZINAMIDA | PIRAZINAMIDA | PIRAZINAMIDA | ESTREPTOMICINA
ETAMBUTOL ETIONAMIDA
TEMPO DE
TERAPIA 6 MESES 9 MESES 6 MESES 12 MESES

Fonte: Adaptado do Ministério da Saide. Manual Técnico para o Controle da Tuberculose: caderno
de Atengdo Basica. M.S. Secretaria de politicas de Salde, Departamento de Atencdo Basica. 6°
edicdo. Normas e Manuais Técnicos; 148: 1-70.

ISONIAZIDA (H)- inibe a sintese do acido micélico.

RIFAMPICINA (R)- blogueia a agdo da RNA polimerase.
PIRAZINAMIDA (2)- inibe a sintese de &cidos graxos.
ETAMBUTOL (E)- inibe a sintese de arabinogalactana e lipoarabinomanana.
ESTREPTOMICINA (S)- inibe a traducdo do RNA mensageiro.
ETIONAMIDA (ET)- inibe a sintese do acido micélico.

*Esse esquema é associado com corticosteroides nos primeiros meses de tratamento.
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2. JUSTIFICATIVA.

No Brasil apesar dos esforcos do Programa de Controle Nacional da
Tuberculose, onde ha cobertura vacinal em criangas menores de um ano em torno de
90%, a incidéncia da TB continua alta devido as falhas na execucdo e
acompanhamento do tratamento dos doentes. O diagnoéstico ocorre muitas vezes
tardiamente, quando o doente j& se encontra numa fase avancada, crbnica da
tuberculose, dificultando sua cura e contribuindo para a disseminacéo da doenca. Em
2004 foi registrada em Goias, uma taxa de 10,5% de ébitos e o percentual de cura de
72%, se encontra muito aquém das metas estabelecidas pelo Ministério da Salde.

E preciso desenvolver novos testes diagndsticos, com marcadores especificos
e de boa sensibilidade que poderdo auxiliar os diagnosticos ja existentes. Acredita-se
gque um teste capaz de discriminar a tuberculose, ainda nos estagios iniciais da
doenca, serd de grande valia. O ensaio ELISA, devido ao seu custo baixo e ser de
facil execucdo, tém sido utilizados para caracterizar antigenos do M. tuberculosis,
imunodominantes, para uso como marcadores da tuberculose. Nesse trabalho foi
avaliado o reconhecimento dos antigenos recombinantes protéicos MPT-51 e GicB
do M. tuberculosis, por anticorpos especificos, da classe 1gG e IgM, no soro de
pacientes com tuberculose ativa, com a finalidade de serem usados no

desenvolvimento de novos testes diagnosticos da tuberculose.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo Geral.

Avaliar o reconhecimento dos antigenos recombinantes MPT-51 (rMPT-51) e
GlcB (rGlcB) do M. tuberculosis por anticorpos séricos de individuos com

tuberculose ativa.

3.2. Objetivos Especificos.

Avaliar a imunogenicidade dos antigenos rMPT-51 e rGlcB, em individuos

com TB ativa, pela deteccdo de anticorpos séricos especificos da classe IgM e IgG.

Determinar se anticorpos séricos IgG e IgM especificos ao rMPT-51 e ao
rGlcB, de pacientes com tuberculose ativa, discriminam a doenca quando
comparados com o0s grupos: controle saudavel e pacientes hansenianos, usando o
ensaio de ELISA.

Investigar a viabilidade do uso dos antigenos rMPT-51 e rGlcB como

marcadores da tuberculose em sorodiagndstico, pelo ensaio ELISA.

Verificar os niveis séricos de anticorpos IgM e 1gG especificos ao rMPT-51 e

ao rGIcB antes e ap0s o tratamento dos pacientes com TB (esquema I).
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4. METODOLOGIA.

4.1. Populagéo em Estudo.

O estudo foi delineado para avaliacdo da imunogenicidade dos antigenos
recombinantes MPT-51 e GIcB em pacientes com tuberculose pulmonar ativa, assim
utilizou-se dois grupos de comparacéo, pareados por sexo e idade: controle saudavel
e pacientes hansenianos da forma Virchoviana. Os voluntérios foram selecionados
independentes do sexo, maiores de 18 e moradores do Estado de Goias.

O tamanho da amostra foi determinado com base no teste padrdo-ouro
(cultura do bacilo), que apresenta sensibilidade oscilando entre 30 e 85%,
dependendo das lesbes pulmonares (Greenbaum et al. 1980, Levy et al. 1989) e

ecOseledend coooetea sr
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do torax sugestivo da doenca. Os individuos com outras doencas crbnicas e/ou
imunossupressoras como a infeccdo pelo HIV, ou em uso de medicamentos
supressores (corticdides), mulheres gestantes ou ainda aqueles que ndo tiveram

diagndstico confirmado foram excluidos.

4.1.2. Controles Saudaveis.

Esse grupo controle foi composto por voluntarios saudaveis selecionados
aleatoriamente na comunidade, moradores do estado de Goids e que atenderam 0s
critérios: teste tuberculinico (PPD) n&do reator, HIV soronegativo e sem
manifestacdes de doencas crénicas ou parasitarias. Foram ainda excluidos aqueles
em uso de medicamentos imunossupressores e mulheres gestantes. Esses voluntarios
foram selecionados de acordo com o sexo e a idade para pareamento (6 anos) com

0s pacientes com tuberculose ativa.

4.1.3. Pacientes com Hanseniase.

Foram recrutados pacientes com hanseniase, admitidos para tratamento nas
Unidades de Saude Publica de Goias: o Hospital de Doencas Tropicais Dr. Anuar
Auad e o Centro de Referéncia em Diagnostico e Terapéutica. Os pacientes com
hanseniase, em tratamento, portadores da forma Virchoviana foram incluidos no
estudo, obedecendo aos critérios: diagndstico clinico e/ou laboratorial para
hanseniase  (baciloscopia), sem evidéncias clinicas de outras doencas
imunossupressoras, como HIV. Também foram pareados por sexo e idade com 0s

pacientes tuberculosos.
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Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias, protocolo numero: 002/05 datado de 26/01/2005
(Anexo 3). Antes da inclusdo de cada voluntario nesse estudo, um total de 147, os
objetivos do trabalho, os procedimentos para coleta de sangue, bem como outras
informacdes foram fornecidas a todos os participantes, de forma escrita e verbal, para

obter o consentimento mediante assinatura (Anexo 1).

4.2. Coleta de Dados Clinicos e Epidemioldgicos.

Os dados dos participantes voluntarios foram obtidos através de entrevista e
dos prontudrios dos pacientes. Foram coletados dados dos controles saudaveis
referentes a sexo, idade, contatos com pacientes portadores de tuberculose, doenca
prévia, crbnica ou outra no momento da coleta de sangue, realizacdo do PPD e
vacinagdo prévia com BCG. Para os pacientes com TB coletaram-se dados referentes
a sexo, idade, forma da doenga, tipo de leséo, esquema de tratamento e duracéo da
terapia, evolucdo da doenca, vacinacdo prévia com BCG e diagnostico laboratorial.
Para os pacientes hansenianos, coletaram-se dados referentes ao sexo, idade, forma e

evolucdo da doenca, diagndstico, tratamento e vacinagdo com BCG (Anexo 2).

4.3. Coleta das Amostras.

Aproximadamente seis mililitros (mL) de sangue total, sem anticoagulante
foram coletados de cada voluntario selecionado. A amostra foi identificada,
processada e o soro separado por centrifugacao a 2500 rpm por 10 minutos. Os soros
foram aliquotados e armazenados a -20°C até o momento do uso. Em 11 pacientes
com TB foram coletadas duas amostras de sangue: antes e ap0s o tratamento de seis

meses.
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4.4. Antigenos Recombinantes.

Os antigenos recombinantes protéicos: MPT-51 e GlcB do M. tuberculosis,
foram produzidos em E. coli, pelo laboratério de pesquisa na Universidade Estadual
do Colorado (CSU) e fornecidos ao Laboratério de Imunopatologia e Doengas
Infecciosas, mediante convénio firmado com a Universidade Federal de Goiés,
contrato niamero NO1-Al-75320.

4.5. Anticorpos (conjugados).

Anti IgG: anticorpo monoclonal de coelho, anti-lgG humana conjugado com
peroxidase (IgG-HRP, BIO-RAD) diluido 1/15000 para uso no teste de ELISA
indireto.

Anti IgM: anticorpo monoclonal de cabra, anti-lgM humana conjugado com
peroxidase (IgM-HRP, ZYMED) diluido 1/5000 para uso no teste de ELISA indireto.

4.6. Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA).

4.6.1. ELISA Indireto para Deteccéo de 1gG Sérica.

Inicialmente foram depositados em cada poco das placas de poliestireno
(Placas de 96 pogos NUNC-immunoplate), para adsor¢do, 50 microlitros (uL) do
antigeno MPT-51 ou GIcB, na concentracdo de 2,5 pg/mL em tampéo 0,015 M
carbonato-bicarbonato, pH 9,6 e incubadas por 18 horas a 4°C. Apds a incubacao, foi
removido o conteddo dos pocos e acrescentados 100 pL de tampdo carbonato-
bicarbonato pH 9,6, leite desnatado 1% e as placas foram mantidas a 37°C por 2
horas em camara Umida para bloqueio. As placas foram lavadas uma vez com

tampdo fosfato salina (PBS) pH 7,3. Em seguida foram adicionados 50 pL de cada
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soro diluido 1/100 em tamp&o PBS pH 7,3, leite desnatado 0,05% nos orificios e as
placas incubadas a 37°C por 1 hora em camara Umida. Apds esse periodo, as placas
foram lavadas cinco vezes com tampédo PBS pH 7,3, contendo 0,05% de Tween 20 e
acrescentados em cada orificio 50 pL de anticorpo de coelho, anti-lgG humana
conjugado com peroxidase diluido 1/15000 em tampdo PBS pH 7,3, leite desnatado
0,05% e mantidas a 37°C por 1 hora em camara umida. Todo contetido dos pogos foi
removido e a placa novamente lavada cinco vezes com tampdo PBS pH 7,3,
contendo 0,05% de Tween 20. Em seguida, foram depositados em cada pogo da
placa 50 pL do substrato preparado com orto-fenilenodiamina na concentracdo de
5ug/mL e peroxido de hidrogénio 30 volumes diluidos em tampéo citrato-fosfato pH
5,1. As placas foram entdo incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, longe
da luz e a reagdo enzimatica foi bloqueada com &cido sulfarico 4N (50 pL/orificio).
A leitura das reagOes foi realizada a 492 nm em leitor de ELISA (Thermo

Labsystem-Multiskan).

4.6.2. ELISA Indireto para Deteccdo de IgM Sérica.

Foram depositados em cada pocgo das placas de poliestireno (Placas de 96
pocos NUNC-immunoplate), para adsorcao, 50 puL do antigeno MPT-51 ou GlcB, na
concentracdo de 2,5 pg/mL em tampéo 0,015 M carbonato-bicarbonato, pH 9,6 e
incubadas por 18 horas a 4°C. Apoés a incubacéo, foi removido o contetdo dos pogos
e acrescentados 100 pL de tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,6, leite desnatado 1%
e as placas foram mantidas a 37°C por 2 horas em camara imida para blogueio. As
placas foram lavadas uma vez com tampao fosfato salina (PBS) pH 7,3. Em seguida
foram adicionados 50 pL de cada soro diluido 1/10 em tampdo PBS pH 7,3, leite
desnatado 0,05% nos orificios e as placas incubadas a 37°C por 1 hora em camara
umida. Apos esse periodo, as placas foram lavadas cinco vezes com tampéo PBS pH
7,3, contendo 0,05% de Tween 20 e acrescentados em cada orificio 50 pL de

anticorpo de cabra, anti-lgM humana conjugado com peroxidase diluido 1/5000 em
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tampéo PBS pH 7,3, leite desnatado 0,05% e mantidas a 37°C por 1 hora em camara
umida. Todo contetudo dos pocos foi removido e a placa novamente lavada cinco
vezes com tampao PBS pH 7,3, contendo 0,05% de Tween 20. Em seguida, foram
depositados em cada poco da placa 50 pL do substrato preparado com orto-
fenilenodiamina na concentracdo de 5ug/mL e peroxido de hidrogénio 30 volumes
diluidos em tampdo citrato-fosfato pH 5,1. As placas foram entdo incubadas por 15
minutos a temperatura ambiente, longe da luz e a reacdo enzimatica foi blogueada
com &cido sulfurico 4N (50 pL/orificio). A leitura das reaces foi realizada a 492 nm
em leitor de ELISA (Thermo Labsystem-Multiskan).

4.7. Validacdo do Ensaio ELISA na Deteccdo de Anticorpos Especificos aos
Antigenos Recombinantes MPT-51 e GlcB.

Os ensaios de ELISA nesse trabalho foram validados pelo calculo dos valores
preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN), sensibilidade e especificidade. O valor
preditivo positivo associa-se basicamente a especificidade: quanto mais especifico
for o teste, melhor o VVPP. J& o valor preditivo negativo associa-se a sensibilidade:
assim, testes de maior sensibilidade, apresentam melhor VPN. Os valores preditivos
dependem da prevaléncia da tuberculose na populacéo estudada (incluindo os falso-
positivos com outras doencas micobacterianas atipicas e os individuos vacinados
com BCG) (Arantes 1992, Medronho et al. 2002).

Inicialmente foi determinado o ponto de corte (do inglés cut off, CO) de cada
reacdo de ELISA, com base na média das densidades dpticas (DO) das amostras de
soro dos controles saudaveis e hansenianos. O critério para calcular o ponto de corte
foi a determinacdo da média das DOs dos grupos controles saudaveis e hansenianos
(n=98), somada a 2 desvios padrdes (2DPs), que garante o nivel de confianca dos
resultados. Para validacdo dos testes, as amostras de soro dos pacientes com
tuberculose ativa foram analisadas, juntamente com os controles, sendo considerado

resultados positivos, os valores de DOs superiores ao ponto de corte da reacdo e
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resultados negativos, os valores de DOs inferiores ao ponto de corte. Os valores
VPP, VPN, da sensibilidade e especificidade foram calculados com o auxilio de
tabela 2X2 (Arantes 1992) (Tabela 1).

Tabela 1. Dados para validacao dos ensaios de ELISA.

Doenca
Presente Ausente Total
Teste Positivo A B A+B
Negativo C D C+D
Total A+C B+D N

Legenda: A= verdadeiro positivo; B= falso positivo; C= falso negativo; D= verdadeiro negativo;
A+B-= total de positivos no teste; C+D= total de negativos no teste; A+C=total de doentes testados;
B+D= total de controles negativos testados.

Férmulas para determinacdo do valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN), sensibilidade (S) e especificidade (E):

VPP=_A VPN=_D S=_A E=_D
A+B D+C A+C D+B

4.8. Analise Estatistica.

A comparacdo entre as variancias das densidades odpticas (DO) e o0s
respectivos desvios padrdes obtidos nos diferentes grupos foi realizada por ANOVA,
testes ndo paramétricos: de Mann Whitney e Kruskal Wallis. Foi considerado p<0,05
como resultado significativamente diferente. O test t foi usado para avaliar diferencas
entre as médias. Os dados foram analisados pelo: “Programa Prism versdo 4.02
(2002) e Excel (2003)” para elaboracdo dos graficos, tabelas e andlise estatistica das
medias e desvios padrdes. O célculo do tamanho amostral e dos intervalos de

confianca (IC 95%) foi realizado pelo programa Epilnfo versao 6.04.
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5. RESULTADOS

5.1. Dados Clinicos e Epidemioldgicos da Populacdo em Estudo.

Para avaliar a existéncia ou ndo de anticorpos IgM e IgG circulantes
especificos aos antigenos recombinantes MPT-51 e GlcB do M. tuberculosis, foram
recrutados e selecionados: pacientes com tuberculose ativa, voluntarios saudaveis e
por se tratar de uma regido endémica a varias doencas tropicais, pacientes
hansenianos também foram incluidos, para avaliacdo de possivel resposta cruzada
aos antigenos do M. tuberculosis.

A Tabela 2 mostra o perfil clinico e epidemioldgico dos individuos incluidos
nesse estudo. Um total de 49 amostras de soro de pacientes com TB ativa foi
coletado: Trés amostras eram de pacientes com TB pleural e 46 de pacientes
diagnosticados com TB pulmonar. Trinta e trés pacientes com TB pulmonar eram
recém diagnosticados, sendo a coleta de sangue realizada no momento seguinte apds
o diagndstico. Os outros treze pacientes ja tinham iniciado o tratamento, sendo sete
classificados como TB recidiva. Esses pacientes foram pareados por sexo e idade
com 0s grupos controle: individuos saudaveis e pacientes hansenianos (forma
Virchoviana), para avaliacdo sérica da resposta imune humoral aos antigenos rMPT-
51 e rGIcB.

A maioria dos pacientes com TB selecionados foi do sexo masculino (n=39)
com idade variando de 20 a 74 anos (42+14,7). Quanto ao questionario, muitos dos
voluntarios no nosso estudo ndo souberam informar se foram vacinados ou ndo com
BCG e ndo apresentavam cicatriz vacinal que confirmasse imunizagdo por via
intradérmica. Devido a possibilidade deles terem sido vacinados na década de 60 e
70, quando a via de administracdo oral era utilizada no Brasil os mesmos foram

classificados como sem informagéo (SI) (Tabela 2).
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O teste tuberculinico (PPD RT23, usado no Brasil), avaliado pela técnica de
Mantoux, foi realizado em todos os individuos do grupo de controles saudaveis,
enguanto no grupo de pacientes hansenianos ndo foi realizado esse teste (Tabela 2).
Entre os pacientes com tuberculose ativa, 32 pacientes realizaram o teste, com 24
resultados positivos: quatro TB pulmonar reatores fraco (5 a 9 mm), 18 TB pulmonar
e dois TB pleural reatores forte (>10 mm). Oito pacientes tiveram resultados
negativos, nao reatores (0 a 4 mm) e dezessete ndo realizaram esse teste. Os
resultados foram classificados de acordo com as recomendagdes da OMS como
mostra 0 Quadro 4.

Quadro 4. Interpretacdo dos resultados do teste tuberculinico.

Tamanho
da Classificacéo Interpretacdo
enduracao
0a4mm Nao Reator Nao infectados com o bacilo.

5a9mm Reator Fraco
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primeiros meses do esquema I, e sete com recidiva estavam no segundo tratamento).

Trés pacientes com TB pleural também estavam no inicio do tratamento (Tabela 2)

Tabela 2. Dados clinicos e epidemiol6gicos da populacdo em estudo.

Grupos C.saudavel* TB ativa® Hanseniase®
(n=49) (n=49) (n=49)
Sexo (homens/mulheres) 39/10 39/10 39/10

Idade (média de idade); variacao
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5.2. Reconhecimento do Antigeno Recombinante MPT-51 por Anticorpos IgM
Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio de ELISA.

Como a maioria dos pacientes com TB selecionados apresentava
manifestagdes clinicas da doenca em torno de um més, sendo, portanto recém
diagnosticados, os anticorpos séricos da classe IgM desses pacientes foram avaliados
se reconheceriam o antigeno rMPT-51. Essa avaliacdo foi realizada pelo método
ELISA indireto. Cada amostra de soro de pacientes com TB (n=49) foi pareada de
acordo com o sexo e idade com as amostras dos controles saudaveis, PPD néo
reatores e dos pacientes hansenianos da forma Virchoviana. A concentracdo do
antigeno rMPT-51 foi de 2,5 pg/mL, o soro diluido a 1/10 e as reaces realizadas em
triplicata. Trinta e trés amostras de pacientes com TB ativa, confirmadas pela cultura
do bacilo (teste padrdo ouro), deram positivas nesse ensaio. Como 0s valores
preditivos do ensaio variam de acordo com a prevaléncia da tuberculose, no Brasil
foi estimado o valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), com
IC 95% de 91,6 % (77,5-98,2%) e 85,6 % (77,6-91,5%) respectivamente. A
sensibilidade com IC 95% foi de 67,3 % (52,4-80%) e especificidade 96,9 % (91,3-
99,4%). Em relacdo aos outros grupos, uma amostra de controle saudavel e duas
amostras dos pacientes hansenianos deram resultado acima do ponto de corte (0,772)
(Tabela 3).

Tabela 3. Sensibilidade, especificidade e valores preditivos do teste para deteccdo de
IgM anti-MPT-51.

Ponto Pacientes Controles*

Antigeno de T8 N°>ponto  Sensibilidade Especificidade VPP VPN
N° > ponto
corte de corte de corte % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%)
MPT-51 0,772 33/49 03/98 67,3 (52,4-80,0) 96,9 (91,3-99,4) 91,6 (77,5-98,2) 85,6 (77,6-91,5)

*Grupo de controles saudaveis e pacientes hansenianos (forma Virchoviana)
As andlises estatisticas foram realizadas nos programas: Prism e Excel (teste

Kruskal-Wallis e Mann Whitney). Apds andlise dos dados, observa-se que nesse

ensaio, para dosagem dos anticorpos IgM anti-MPT-51 houve discriminagdo dos
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pacientes com TB ativa 0,810+0,319 dos controles saudaveis 0,448+0,162 (p<0,001)
e hansenianos 0,454+0,195 (p=0,001) (Figura 2).
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Figura 2. Determinacdo dos niveis séricos de IgM anti-MPT-51 de pacientes
com tuberculose ativa. As DOs de cada amostra de soro dos pacientes com
tuberculose foram comparadas com as DOs das amostras dos controles saudaveis e
hansenianos (n=49). Os pontos no grafico mostram as médias das concentracdes de
cada amostra (diluida 1/10), mensurada em triplicata pelo ELISA: 2,5 pg/mL de
antigeno rMPT-51 e anticorpo de cabra anti-lgM humana conjugado a peroxidase
diluido a 1/5000. A barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras
Opticas dos niveis de IgM. O ponto de corte foi 0,772. *Diferenca estatistica
(p<0,001) entre controles saudaveis e pacientes com tuberculose ativa. **Diferenca
estatistica (p=0,001) entre pacientes tuberculosos e hansenianos.
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5.3. Reconhecimento do Antigeno Recombinante GlcB por Anticorpos IgM

Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA.

Como o M. tuberculosis secreta diferentes antigenos com a evolucdo da
tuberculose, foi avaliado também o reconhecimento do antigeno rGlcB por
anticorpos séricos IgM dos pacientes com tuberculose ativa (n=49) que poderia
caracterizar esse antigeno como marcador da tuberculose, atraves do ELISA indireto.
O antigeno rGlcB foi usado na concentracdo de 2,5 pg/mL e as amostras de soro dos
pacientes com TB foram diluidos 1/10 e pareadas de acordo com o sexo e idade com
os controles saudaveis, PPD ndo reatores e pacientes com hanseniase Virchoviana.
As reacOes foram realizadas em triplicata.

Apbs o calculo do ponto de corte da reacao (0,730) observa-se que somente
quatro amostras dos pacientes com tuberculose ativa foram positivas e quatro
amostras dos grupos controle deram falso-positivos: duas dos controles saudaveis e
duas dos pacientes hansenianos. A sensibilidade do ELISA foi de 8,2% e
especificidade de 95,9%. Os VPP e VPN foram calculados com valores de 50,0% e
67,6% respectivamente.

Na Figura 3 observa-se que houve diferenca estatistica nas DOs entre 0s
doentes com TB e os grupos: controle saudavel (p<0,04) e hanseniano (p=0,01) (teste
Kruskal-Wallis e Mann Whitney). As médias com os respectivos desvios padroes das
leituras Opticas foram: dos controles 0,440+0,145, pacientes com tuberculose ativa
0,513+0,195 e hansenianos 0,424+0,142.
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Figura 3. Determinacdo dos niveis séricos de IgM anti- GIcB de pacientes com
tuberculose ativa. As DOs de cada amostra de soro dos pacientes com tuberculose
foram comparadas com as DOs das amostras dos controles saudaveis e hansenianos
(n=49). Os pontos no grafico mostram as médias das concentracfes de cada amostra
(diluida 1/10), mensurada em triplicata pelo ELISA: 2,5 pg/mL de antigeno rGlcB e
anticorpo de cabra anti-lgM humana conjugado a peroxidase diluido a 1/5000. A
barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras Opticas dos niveis de
IgM especifico. O ponto de corte foi 0,730. *Diferenca estatistica (p<0,04) entre
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controles saudaveis e pacientes com tuberculose ativa. **Diferenca estatistica
(p=0,01) entre pacientes tuberculosos e hansenianos.
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5.4. Reconhecimento do Antigeno Recombinante MPT-51 por Anticorpos IgG

Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA.

Sendo a tuberculose uma doenca de evolucdo lenta, que apresenta varios
estagios (infeccdo primaria, infeccdo latente, TB ativa), foi avaliado também se o0s
anticorpos da classe 1gG de pacientes com tuberculose ativa, seriam capazes de
reconhecer o antigeno rMPT-51. A concentracéo de 1gG nos soros dos pacientes com
TB (n=49) foi avaliada por ELISA e comparada com os grupos: controle saudavel e
hanseniano com a forma Virchoviana. O antigeno foi padronizado na concentracéo
de 2,5 pg/mL e os soros foram diluidos 1/100, sendo a reacgdo realizada em triplicata.

O ponto de corte desse ensaio foi 1,140 e observado que duas amostras de
pacientes com TB foram positivas para esse ensaio. Todas as amostras dos pacientes
hansenianos foram negativas e apenas duas amostras dos saudaveis apresentaram
resultados falso-positivos. O célculo da sensibilidade foi realizado, assim como a
especificidade, com valores de 4,1% e 98,0% respectivamente. O VPP foi de 50,0%
e VPN foi de 67,1%.

A Figura 4 mostra que houve diferenca significativa nas DOs entre 0s
pacientes com tuberculose ativa e 0s pacientes com hanseniase (p=0,01). Os dados
foram tabulados e foi realizada a anélise estatistica (teste Kruskal-Wallis e Mann
Whitney). As médias das densidades oOpticas e desvios padrdes obtidos dos controles
saudaveis, pacientes com TB e hansenianos foram 0,376+0,376; 0,406+0,299 e

0,298+0,181 respectivamente.
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Figura 4. Determinacao dos niveis séricos de 1gG anti-MPT-51 de pacientes com
tuberculose ativa. As DOs de cada amostra de soro dos pacientes com tuberculose
foram comparadas com as DOs das amostras dos controles saudaveis e hansenianos
(n=49). Os pontos no grafico mostram as médias das concentracfes de cada amostra
(diluida 1/100), medidas em triplicata pelo ELISA: 2,5 pg/mL de antigeno rMPT-51
e anticorpo de cabra anti-lgG humana conjugado a peroxidase diluido a 1/15000. A
barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras Opticas dos niveis de
IgG especifico. O ponto de corte foi 1,140. *Diferenca estatistica (p=0,01) entre
pacientes tuberculosos e hansenianos.
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5.5. Reconhecimento do Antigeno Recombinante GlcB por Anticorpos IgG

Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA.

Foi questionado também se os anticorpos da classe 1gG de pacientes com TB
ativa (n=49) seriam capazes de reconhecer o antigeno rGlcB e discriminar os doentes
dos controles. Com esse intuito foi realizado o ELISA indireto para determinar a
concentracdo sérica de 1gG especifico ao rGlcB. O antigeno foi usado na
concentracdo de 2,5 pg/mL e os soros foram diluidos a 1/100. As reacGes foram
processadas em triplicata como descrito.

Os resultados das DOs dos anticorpos IgG anti-GIcB mostraram que nove
amostras dos doentes com tuberculose foram positivos e somente uma amostra dos
controles (incluindo os saudaveis e pacientes hansenianos) deu resultado falso-
positivo. O ponto de corte da reacdo foi 1,538. De igual modo, foi realizada a
validacdo desse ensaio, calculando a sensibilidade (18,4%), a especificidade (99%),
os valor preditivo positivo (VPP=90%) e valor preditivo negativo (VPN=70,8%).

A anéalise estatistica mostra que houve diferenca significativa entre
tuberculosos e controles saudaveis (p=0,001) e hansenianos (p<0,001), analisados
pelo teste Kruskal-Wallis e Mann Whitney (Figura 5). As médias das DOs e desvios
padrdes de cada grupo foi avaliada: controles saudaveis 0,922+0,305, doentes com
TB ativa 1,219+0,462 e hansenianos 0,795+0,392.
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Figura 5. Determinacdo dos niveis séricos de I1gG anti-GlcB de pacientes com
tuberculose ativa. As DOs de cada amostra de soro dos pacientes com tuberculose
foram comparadas com as DOs das amostras dos controles saudaveis e hansenianos.
(n=49). Os pontos no grafico mostram as médias das concentragdes de cada amostra
(diluida 1/100), medidas em triplicata pelo ELISA: 2,5 pg/mL de antigeno rGIcB e
anticorpo de cabra anti-lgG humana conjugado a peroxidase diluido a 1/15000. A
barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras Opticas dos niveis de
IgG especifico. O ponto de corte foi 1,538. *Diferenca estatistica (p=0,001) entre
pacientes tuberculosos e controles saudaveis. **Diferenca estatistica (p<0,001) entre
pacientes tuberculosos e hansenianos.
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5.6. Cinética dos Anticorpos IgM Séricos anti-MPT-51 de Pacientes com

Tuberculose Pulmonar Antes e Apds o Tratamento.

Trabalhos mostram que pacientes com tuberculose ao iniciarem o tratamento,
comecam a reduzir o nimero de micobactérias, com negatividade da baciloscopia em
entre 0 8° a 60° dia de terapia e na cultura 15° a 90° dia (Sousa et al. 2000, Arias-
Bouda et al. 2003). Sendo assim, foi questionado se ha reducdo também da resposta
humoral nesses pacientes durante o tratamento. Para verificar se 0s niveis dos
anticorpos da classe IgM especificos para o antigeno recombinante MPT-51 sédo
alterados com o tratamento, onze pacientes foram monitorados durante a terapia. As
coletas foram realizadas antes e ap0s seis meses de quimioterapia com esquema |I.
Apds o ELISA, as DOs de cada amostra de soro foram comparadas e analisadas
estatisticamente pelo teste t de student. Em uma analise global, as médias das DOs de
IgM antes (1,010£0,233) e ap6s (1,030+0,269) o tratamento foram similares e sem
diferenca estatistica nos valores de IgM sérica que reconhecem rMPT-51 (Figura
6A). No entanto, uma andlise individual, mostra niveis diferenciados entre 0s
pacientes, mostrando que trés reduziram os niveis de IgM, trés mantiveram e cinco

aumentaram (Figuras 6B, C e D).
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Figura 6. Deteccdo dos niveis séricos de IgM anti-MPT-51 dos pacientes com
tuberculose pulmonar antes e ap6s o tratamento. A. Foram coletados soros dos
pacientes recém diagnosticados e apds seis meses de terapia (n=11). As reacles
foram realizadas em duplicata pelo ELISA, nas condic¢des de 2,5 pg/mL de antigeno,
diluicdo do soro 1/10 e anticorpo de cabra anti-lgM humana conjugado a peroxidase.
B-D. Mostram o0s niveis dos pacientes com TB que diminuiram (B), mantiveram (C)
e aumentaram (D) as concentragdes de IgM que reconhecem rMPT-51.
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5.7. Cinética dos Anticorpos 1gG Séricos anti-MPT-51 de Pacientes com

Tuberculose Pulmonar Antes e Apds o Tratamento.

De acordo com a literatura, hipotetizou-se que o tratamento, inicialmente,
aumentaria o suprimento de antigenos bacilares, devido maior exposi¢do do bacilo,
aumentando a resposta imune humoral (Arias-Bouda et al. 2003) e consequentemente
0 nivel sérico de I1gG especifico para antigenos micobacterianos. Assim, a
concentracdo de IgG especifica para rMPT-51 nos pacientes com tuberculose ativa
antes de iniciarem a terapia e ap6s seis meses de tratamento (n=11) foi determinada.
As reacOes foram realizadas em duplicata pelo ensaio ELISA nas mesmas condig0es
ja descritas. Os perfis de IgG nos pacientes antes e ap6s o tratamento foram
similares, quando analisado todos os dados pelo teste t de student, com médias e
desvios padrdes das DOs 0,385+0,205 e 0,320+0,167 (Figura 7A). Quando
analisado os niveis séricos de 1gG anti-MPT-51 individualmente nos pacientes,
observa-se que em seis pacientes houve diminuicdo de IgG, trés mantiveram 0s
niveis desse anticorpo e dois aumentaram (Figuras 7B, C e D).

Os niveis de anticorpos IgM e IgG que reconhecem o antigeno rMPT-51 de
cada paciente avaliado mostra que sete pacientes apresentaram resultados similares,
ou seja, 0s que tiveram reducdo, mantiveram ou aumentaram IgM séricas apos a
terapia, também mostraram os mesmos resultados em relacédo a 1gG. Contudo quatro
dos pacientes mostraram perfis diferentes em relacdo a essas duas classes de

anticorpos (Figuras 6 e 7).
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Figura 7. Deteccdo dos niveis séricos de 1gG anti-MPT-51 dos pacientes com
tuberculose pulmonar antes e ap6s o tratamento. A. Foram coletados soros dos
pacientes antes e apds a terapia do esquema | (n=11). As reac¢des foram realizadas em
duplicata pelo ELISA nas condic¢des de 2,5 pg/mL de antigeno rMPT-51, diluicédo da
amostra 1/100 e uso de anticorpo de coelho anti-lgG humana conjugado com
peroxidase. B. Perfil individual dos pacientes onde houve diminuicdo de IgG anti-
MPT-51, C. Mantiveram e D. Aumentaram.
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5.8. Cinética dos Anticorpos IgM Séricos anti-GlcB de Pacientes com

Tuberculose Pulmonar Antes e Apds o Tratamento.

Com o intuito de avaliar também o perfil de anticorpos que reconhecem o
antigeno recombinante GlcB nos pacientes com tuberculose antes a apds o
tratamento, mensurou-se 0s anticorpos IgM séricos anti-GIcB dos onze pacientes
monitorados durante o tratamento. Apds dosagem dos niveis séricos de IgM anti-
GlcB, as duas variaveis foram analisadas estatisticamente (teste t de student) e nédo
apresentaram diferenca estatistica, com concentracfes similares desse anticorpo:
antes (0,441+0,184) e ap6s o tratamento (0,442+0,138) (Figura 8A). A analise
individual dos pacientes mostra um perfil diferenciado, com diminuicdo da
concentracdo de IgM anti GIcB em trés doentes, trés mantiveram os niveis séricos de
IgM e cinco aumentaram (Figuras 8B, C e D). Os trés pacientes que tiveram reducéao
de IgM anti-GlIcB ap0s a terapia foram os mesmos que também tiveram diminuigao
dos niveis séricos de IgM e 1gG anti-MPT-51 (Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 8. Deteccdo dos niveis séricos de IgM anti-GlcB dos pacientes com
tuberculose pulmonar antes e ap6s o tratamento. A. Amostras de soro dos
pacientes comparadas antes da terapia e apos seis meses de terapia do esquema |
(n=11). As reacOes foram realizadas em duplicata pelo ELISA usando diluigéo da
amostra 1/10, concentracao do antigeno 2,5 pug/mL e anticorpo anti-lgM conjugado a
peroxidase, diluido a 1/5000. B-D. Perfil individual de IgM anti-GIcB de cada
paciente em grupos que diminuiram (B), mantiveram (C) e aumentaram (D) os niveis
séricos de IgM antes e apds o tratamento.
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5.9. Cinética dos Anticorpos IgG Séricos anti-GlcB de Pacientes com

Tuberculose Pulmonar Antes e Apds o Tratamento.

Igualmente, foi determinado se o tratamento modificaria os niveis dos
anticorpos séricos da classe IgG anti-GlcB dos pacientes com TB. Os anticorpos
séricos dos onze doentes com TB pulmonar selecionados, foram mensurados antes e
apos o tratamento, pelo ELISA indireto. As reac6es foram realizadas em duplicata. A
Figura 9A mostra as DOs de cada paciente antes e apds o tratamento, com médias e
desvios padroes de 0,827+0,294 e 0,667+0,208 respectivamente. Os dados desse
experimento foram analisados e observa-se diferenca estatistica significativa entre as
médias das duas variaveis (teste t de student, p<0,01). Uma andlise dessas variaveis
pontualmente, mostra que os niveis de IgG anti-GlcB de dez doentes diminuiram
apos o tratamento e um paciente manteve os niveis de 1gG (Figura 9B e C).
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Figura 9. Deteccdo dos niveis séricos de IgG anti-GlcB dos pacientes com
tuberculose pulmonar antes e apds a terapia. A. As amostras de soro coletadas
foram comparadas antes e ap0s a terapia com esquema | (n=11). As reacGes foram
realizadas em duplicata pelo ELISA nas condic¢des de 2,5 pg/mL de antigeno GlcB,
diluicdo da amostra 1/100 e uso de anticorpo de coelho anti-lgG humana conjugado
com peroxidase. * p<0,01. B. Exibe homogeneidade no padrdo de IgG anti-GlcB
entre os pacientes. C. Um manteve 0s niveis de 1gG.
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6. DISCUSSAO.

Investigamos o reconhecimento dos antigenos rMPT-51 e rGIcB por
anticorpos séricos de pacientes com tuberculose ativa, pelo ensaio ELISA. Para
controle utilizamos um grupo de individuos saudaveis, sem evidéncias de doencas
crbnicas e imunossupressao e outro grupo de pacientes com hanseniase Virchoviana
(Tabela 2). Como a hanséniase € uma doenca endémica em nossa regido, causada
pelo M. leprae, a comparagdo com esse grupo € importante para averiguar se haveria
reacao cruzada no ensaio utilizado. 1sso pode ocorrer devido a homologia existente
entre as proteinas do M. tuberculosis e do M. leprae, bem como entre outras
micobactérias. Teve-se o cuidado de escolher pacientes hansenianos com a forma
Virchoviana, porque essa é a Unica forma da doenca que polariza para resposta
humoral, e que consegue representar com seguranca 0 grupo de pacientes
hansenianos usados nesse estudo.

Estudos tém sido propostos para caracterizacdo de proteinas imunogénicas,
produzidas pelo M. tuberculosis que possam ser usadas no desenvolvimento de
novos testes diagnosticos da tuberculose, como os sorodiagnosticos em teste que
utilizam essas proteinas como marcadores da doenca (Bothamley et al. 1992, Laal et
al. 1997). A escolha dos antigenos MPT-51 e o GlcB foi determinada por serem
proteinas secretadas pelo M. tuberculosis, quando cultivado em condigdes de stress
nutricional, que mimetizam o microambiente intracelular vivido pelo bacilo nas
células mononucleares. Esses antigenos sdo imunodominantes e possuem
disponibilidade de processamento em larga escala, de proteinas recombinantes
purificadas, sendo produzidas em E. coli (Samanich et al. 1998).

Nossa populacdo em estudo incluiu homens e mulheres com tuberculose, a
maioria recém diagnosticada, confirmada por baciloscopia e/ou cultura (n=49), com
idade variando de 20 a 74 anos, HIV soronegativos. O controle negativo foi
composto por dois grupos: 49 individuos saudaveis e 49 pacientes hansenianos,

totalizando 147 amostras (Tabela 2).
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Os niveis de anticorpos IgM especificos ao rMPT-51 nos pacientes com
tuberculose ativa, dosados pelo ELISA, foram mais elevados. A sensibilidade desse
ensaio foi 67,3% e especificidade foi 96,9%. O VPP foi de 91,6% e o VPN 85,6%
(Figura 2). Embora o antigeno MPT-51 seja secretado também pelo M. leprae
(Rinke de Wit et al. 1993, Rambukkana et al. 1993, Ohara et al. 1997), a homologia
dessa proteina entre essas duas espécies de micobactérias parece nédo ter interferido
na especificidade do ensaio.

Anticorpos 1gG que reconhecem o rMPT-51, no ensaio de ELISA, ndo
distinguiram doentes com TB ativa de controles saudaveis, com médias das DOs
0,406+0,299 e 0,376+0,382 respectivamente, contudo distinguem pacientes com TB
de hansenianos (Figura 4). A sensibilidade desse teste foi muito baixa (4,1%), no
entanto, o ensaio demonstrou boa especificidade (98,0%). O VPP do ensaio foi de
50% e VPN 67,1% .

Os ensaios de ELISA para dosagem de IgG e de IgM especificos ao rGlcB
discriminaram os doentes com tuberculose pulmonar, dos controles saudaveis e dos
doentes hansenianos (Figura 3 e 5). Contudo esses testes de ELISA ndo mostraram
boa precisdo. Para deteccdo de IgM anti-GIcB a sensibilidade também foi baixa,
8,2% e a especificidade 95,9%, o VPP 50,0% e o VPN 67,6%; para dosagem de 1gG
anti-GlcB os resultados obtidos da sensibilidade, especificidade, VPP e VPN foram
18,4%, 99%, 90% e 70,8% respectivamente.

Pesquisas realizadas por Singh et al. (2005), em Nova lorque, mostraram que
0s niveis de 1gG anti-MPT-51 e IgG anti-GlcB em grupos de individuos saudaveis
PPD e PPD" foram mais baixos, quando comparados com pacientes TB/HIV" e
pacientes TB/HIV", avaliados por ELISA e Western blot. Conquanto nossos dados
ndo reportam os de Singh (Quadro 1), em relacdo a dosagem de anticorpos 1gG anti-
MPT-51 (sensibilidade 60%) e 1gG anti-GlcB (sensibilidade 70%), eles corroboram
com a teoria de que hé heterogeneidade no reconhecimento de um mesmo antigeno
por anticorpos em diferentes populacdes, principalmente em paises endémicos como

em nossa regido (Lyashchenko et al. 1998b).
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A sensibilidade baixa dos ensaios ELISA, pode estar associada a
possibilidade de que alguns dos nossos controles negativos tenham entrado em
contato prévio com o M. tuberculosis (ou mesmo outras micobactérias atipicas). Por
se tratar de uma regido endémica a TB, nossa populagdo torna-se mais exposta ao
bacilo. Outro fator possivel é a interferéncia da vacina BCG nos resultados obtidos,
uma vez que em Goias até junho de 2006, a maioria da populacao recebeu duas doses
da vacina BCG. Esses dois fatos juntos podem explicar porque 0s niveis séricos de
anticorpos anti-MPT-51 e anti-GlcB nos controles deram leituras elevadas,
resultando em pontos de corte (cut off) também elevados e consequentemente a
sensibilidade de cada teste dando valor baixo.

Alguns trabalhos implicados na avaliagdo comparativa dos padrdes de
antigenos secretados pelo M. tuberculosis em estagios clinicos da tuberculose,
mostram diferentes resultados. Samanich et al. (2001) que trabalharam com cerca de
100 proteinas CFPs, sugerem que ha um grupo definido de antigenos, reconhecidos
por anticorpos que mantem os padrdes de producdo sérica, nos estagios diferentes da
doenca (estagios iniciais e tardios). Porém eles ndo descartam a hipétese de que pode
também haver outro grupo adicional de antigenos, reconhecidos por anticorpos
séricos, que sofrem alteragdes durante a evolucdo da tuberculose. A pesquisa de
Coates et al. (1981) sugere haver diversidade na resposta humoral, e mudanca nas
concentragBes de anticorpos contra antigenos micobacterianos com a evolugdo da
doenga. Entretanto esses trabalhos ndo reportam qual a influéncia do tratamento na
resposta humoral.

Com o intuito de avaliar se a terapia induziria uma mudan¢a nas

concentracOes de anticorpos especificos
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antigenos rMPT-51 e rGlcB, resultando também em aumento dos anticorpos
circulantes que reconhecem esses antigenos e se as concentracdes de IgM e 1gG
especificos permaneceriam altas até o fim do tratamento.

Os resultados mostram que os anticorpos IgM e IgG especificos ao antigeno
rMPT-51, nos onze pacientes com TB pulmonar monitorados, mantiveram niveis
similares antes e ap0s a terapia. Quando avaliados individualmente observa-se que
alguns pacientes apresentaram diminui¢do dos niveis de anticorpos, enquanto outros
aumentaram. Esperdvamos que houvesse diminuicdo desses anticorpos,
principalmente de IgM, que é um anticorpo de fase aguda (Figura 6 e 7). No entanto,
houve reducdo de IgM anti-MPT-51 em apenas trés pacientes e aumento em cinco.
Esses resultados podem ter ocorrido por intensa estimulacdo da resposta humoral,
pelos antigenos liberados dos bacilos mortos em resposta & acdo dos
antimicobacterianos, resultando na producdo de anticorpos especificos ao MPT-51.
Como exemplo da acdo da quimioterapia ha a isoniazida, que age sobre a maioria dos
bacilos extrapulmonares, logo nos primeiros dias de terapia, podendo contribuir para
0 aumento da resposta humoral nas primeiras semanas do tratamento.
Consequentemente concentragcbes de anticorpos ligeiramente aumentados s&o
observadas nos dois primeiros meses de terapia, mas que pode persistir por mais
tempo (Arias-Bouda et al. 2003). Na dosagem de IgG anti-MPT-51 observa-se
reducdo desse anticorpo em seis pacientes com TB pulmonar e aumento em dois.

De forma semelhante os niveis séricos de anticorpos IgM que reconhecem o
GlcB, também néo alteraram ao final de seis meses de terapia (Figura 8). Com
avaliacdo individual mostrando reducdo de IgM anti-GIcB em trés pacientes e
aumento em cinco doentes.

Na literatura ha trabalhos mostrando a diversidade da resposta humoral a
antigenos liberados durante o tratamento da tuberculose. O trabalho de Imaz &
Zerbini (2000) indica que 0os mesmos niveis de anticorpos podem persistir por varios
anos, dificultando a discriminagédo entre tuberculose ativa e doenca no passado. Eles
usaram a técnica de ELISA para dosagem de anticorpos especificos ao antigeno
micobacteriano Agl4-kDa, mostrando que somente ap6s um ano do inicio da terapia
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foi observado decréscimo dos niveis de anticorpos e que em muitos pacientes o0s
mesmos niveis persistiram por quase trés anos. Outro trabalho sugere que o
sorodiagnostico pode auxiliar no monitoramento da eficacia terapéutica no
tratamento da tuberculose, dependendo dentre outros fatores, do antigeno usado no
ensaio. Assim, a pesquisa de Azzurri et al. (2006) mostra que houve diminuigdo dos
anticorpos 1gG especificos ao ESAT-6 nos pacientes com tuberculose, durante o
tratamento, mensurados também por ELISA, confirmando nossos dados em relacao
ao GlcB. A dosagem dos anticorpos 1gG anti-GlcB revela que houve redugéo
significativa nas concentracdes de IgG apds o tratamento na maioria dos pacientes.
Dez pacientes mostraram reducdo desse anticorpo e um paciente manteve 0s niveis
séricos apos o tratamento (Figura 9).

Dos onze pacientes monitorados, quatro pacientes apresentaram resultados
similares em todas as dosagens: trés pacientes tiveram reducdo das concentragdes de
IgM e 1gG anti-MPT-51 e IgM anti-GIcB e um paciente teve aumento desses
anticorpos apds o tratamento.

Vérias proteinas imunodominantes secretadas pelo bacilo da tuberculose sdo
usadas no desenvolvimento de novos testes diagndsticos da tuberculose, como o
ELISA que é largamente usado. Contudo sérios problemas de especificidade e
sensibilidade ainda sdo encontrados, limitando a disponibilizacdo de muitos testes ja
propostos (Quadro 1). A maioria dessas pesquisas com diferentes antigenos,
demonstra baixa sensibilidade, quando comparados com a cultura e a baciloscopia
(Turneer et al. 1988, Arias-Bouda et al. 2003, Gupta et al. 2005). Segundo a OMS
um teste para diagndstico de tuberculose deve ter sensibilidade acima de 80% e
especificidade maior que 95%. Embora a sensibilidade encontrada no ensaio de
ELISA, para dosagem de IgM anti-MPT-51, tenha sido de 67,3% (52,4 a 80,0%) e
especificidade 97,9% (91,3 a 99,4%), nossos resultados sugerem que o rMPT-51
pode ser usado na elaboracdo de novos testes diagnosticos da tuberculose. Além
disso, mesmos o0s testes diagnosticos para tuberculose ja existentes, apresentam

sensibilidade variando de 30 a 80% para a baciloscopia e para a cultura (considerada
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padréo-ouro), a variacdo oscila entre 30 e 85% (Nelson et al.1998, Craft et al. 2000,
Walton et al. 2005).

Infelizmente ha um reconhecimento heterogéneo de antigenos do M.
tuberculosis por anticorpos séricos, seja pela genética do hospedeiro (alguns alelos
do HLA podem estar relacionados com aumento da resposta humoral a determinados
antigenos) ou genética da cepa infectante, seja pela producéo de diferentes antigenos
durante a evolucédo da tuberculose ou pela carga bacilar. Tudo isso leva a uma falha
em detectar anticorpos especificos, em mais de 30% dos pacientes com tuberculose
(Ivanyi et al. 1988). Essa situacdo parece ser agravada em regides endémicas, onde
h& uma possibilidade maior de exposicdo ao bacilo e muitos individuos estdo na
forma latente da doenca, sendo necessarios muitos estudos para o desenvolvimento
de um teste com melhor acuracia.

Nossos dados caracterizaram o rMPT-51 como possivel marcador da
tuberculose, na avaliagdo de IgM especifico a esse antigeno. No entanto, seria
interessante testar o rMPT-51 em associacdo com o rGlcB e outros antigenos
imunodominantes. Alguns autores propdem o uso de multiantigenos no
sorodiagnostico, pois varios dados apontam que a combinacdo de dois ou mais
antigenos tem elevado a sensibilidade e especificidade da reacdo (Lyashchenko et al.
2000, Wang et al. 2005). E preciso ainda repetir nossos experimentos em outras
populacdes, incluindo maior nimero de pacientes com TB e de controles, pois uma
variedade de fatores, ja citados, pode influenciar no resultado dos testes.

Apesar do ensaio de ELISA para o antigeno rGlcB ter demonstrado baixa
sensibilidade, sugerimos que 0 mesmo possa ser usado para 0 acompanhamento da
terapéutica, uma vez que os niveis séricos de IgG especificos diminuiram ap6s o

tratamento da tuberculose.
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7. CONCLUSOES.

Tanto o antigeno recombinante MPT-51 como o GlcB foram reconhecidos
por anticorpos séricos de pacientes com TB, discriminando esses pacientes dos
outros grupos, exceto quando avaliados o reconhecimento do MPT-51 por anticorpos
da classe 1gG.

O ensaio de ELISA para a deteccdo de anticorpos IgM que reconhecem o
MPT-51, teve melhores resultados com sensibilidade de 67,3% (52,4 a 80,0%) e
especificidade 97,9% (91,3 a 99,4%).

Os niveis de anticorpos da classe 1gG especificos ao antigeno protéico rGlcB,

diminuiram apés o tratamento da tuberculose.

Esse estudo demonstra que a analise da resposta imune humoral pode ajudar
na identificacdo de novos antigenos imunodominantes como o MPT-51 e GIcB, para
serem usados no desenvolvimento de sorodiagndsticos e novas vacinas de

subunidades para tuberculose.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1. Termo de Consentimento dos Voluntarios.

9.1.1. Controles Saudaveis.

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

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

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

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

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

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

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

Participacéo

Sua participacdo nesta pesquisa € voluntaria. Se vocé decidir participar deste
estudo, vocé podera desistir a qualquer momento sem que vocé seja penalizado. A sua
assinatura provara que vocé leu, entendeu e deu o seu consentimento para participar desta
pesquisa. Sua assinatura também provara que vocé esta recebendo uma copia deste
documento.
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Nome do participante (letra de forma) Testemunha: nome e RG
/ /
Assinatura Data

9.1.2. Pacientes com Tuberculose.

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

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

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

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

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

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

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

Participacéo

Sua participagdo nesta pesquisa € voluntaria. Se vocé decidir participar deste
estudo, vocé podera desistir a qualquer momento sem que vocé seja penalizado ou perca a
sua assisténcia no Hospital de Doencgas Tropicais. A sua assinatura provara que vocé leu,
entendeu e deu o seu consentimento para participar desta pesquisa. Sua assinatura
também provara que vocé esta recebendo uma cépia deste documento.
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Nome do participante (letra de forma) Testemunha: nome e RG
/ /
Assinatura Data

9.1.3. Pacientes com Hanseniase.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS. IPTSP
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitario - Goiania — GO.CEP 74605-050
Fone (062)3521.1837 — 3209.6102 - FAX (062)3521.1839
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PROJETO HANSENIASE/ ESTUDO DE PREPARAC}f)ES DE BCG
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estamos avaliando preparagdes de BCG para possivel uso como forma de tratamento

3. ban Gl 105 Aue essas nrenaracfes ulilizadas sao de
de criangas contra tuberculose e no tratamento de alguns tipos de cancer.

Solicitamos o seu consentimento para inclui-lo neste grupo de estudo e para divulgar
os resultados obtidos em revistas especializadas e Congresso. Esclarecemos que seu nome ndo
sezéreveladpfmmqmenm.ajmlm...,_ _— )

e Caso vocé concorde em participar, vocé devera fazer os exames solicitados: coletas ¢
sangue.
Mbte had nrrosaanpagurpe rachiim gesses NircedinaeticdShtissas sanyat;:
Declaro ter explicado em detalhes os procedimentos descritos acima, inclusive os.
riscos inerentes ao mesmo ao Sr(a)
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9.2. Anexo 2. Questionario Aplicado aos Voluntarios.

9.2.1. Controles Saudaveis.

Registro nimero:

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

Dados:

Nome:

Data admissao: NUmero na pesquisa:

Data nascimento: Idade: [] anos

Endereco:

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

Anamnese:

Teve contato com TB ativa? Sim ] Né&o [] N&o sabe []
Teve contato com hanseniase? Sim T[] Né&o [] Né&o sabe []
BCG: Sim [] N&o [] numero de doses: [] Data da altima dose:

PPD: Sim[] Nao[] Resultado [] mm

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

Data inicio: ComplicacGes:

Doencas:

Prévia: sim[] ndo[] Qual?

Cronica: sim[] ndo[] Qual?

Doenca pulmonar? sim [] nédo [] Alergia? sim[] néo[]

Nos ultimos dias teve: Febre?sim[] ndo[]  Dores musculares? sim[] ndo[]
Esta gripado ou resfriado? sim[] néol]
Fumante? sim[] néo[] Etilista? sim[] néo[]
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Dados:
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antigenos protéicos naturais e recombinantes
condicdes de stress.

NUmero na pesquisa:
Idade: [] anos

Endereco:
Fone: Cor pele: Sexo: F[] M[]
Profissao: Hipdtese diagndstico:
Exames:
Escarro: AAFB +1] -]
Biopsia: Resultado: pos. [] neg .[] Tecido:
Cultura: Resultado: pos. [] neg .[] Meio:
HIV: Resultado: pos. [] neg .[]
PPD: [] mm Outros:
Mycobacterium
Teve contato com TB ativa? Sim ] Né&o [] N&o sabe []
Teve contato com hanseniase? Sim T[] Né&o [] Né&o sabe []
BCG: Sim [] N&o [] numero de doses: [] Data da altima dose:
TB ativa no momento? Sim[] N&o[] Na&o sabe[] Data do inicio:
E tuberculose primaria? Sim[] N&o[] N&o sabe []
Lesdo Cavitéria: [] Area afetada:
N&o cavitaria: [] Pleural: [] Outra:
Historia prévia de TB Com que idade? [] anos
Foi uma tuberculose primaria? Sim [] Néo ] Nao sabe []
Existe evidéncia de lesdes? Sim ] N&o ] N&o sabe []
Tratamento anti TB Data de inicio:
INH: Sim [] Né&o [] Né&o sabe [] ETH: Sim [] Néo [] N&o sabe []
RIF: Sim ] N&o [] N&o sabe [] PYZ:Sim[] N&o [] N&o sabe []
STP: Sim [] Nao [] Na&o sabe []
Resultado da quimioterapia
Ainda no tratamento? Curado [] Voltou [] Morte []
Uso de corticoide? Sim[] Nao[] Qual?
Data inicio: ComplicacGes:
Doencas:
Concomitante: Sim [] NéofT Qual?
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Qual?
Qual?
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9.2.3. Pacientes com Hanseniase.

Prontuario nimero:

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

Dados:

Nome:

Data admisséo: NUmero na pesquisa:

Data nascimento: Idade: [] anos

Endereco:

Fone: Cor pele: Sexo: F[] M[]
Profissao: Hipotese diagnostico:

Dados familiares:

Nome do pai:

Nome da mae:

Possui filhos: Sim[] N&o[] Relacionar:

Possiu irmdos: Sim [] Nao[] Relacionar:

Dados relacionados a doenga: Data inicio da doenca:

Forma clinica:  Indeterminada [] Tuberculoide [] Difusa [] Virchoviana []
Evolucédo da doenca para alguns polos:
Doencas associadas:

Teve contato com TB ativa? Sim T[] Né&o [] N&o sabe []
Teve contato com hanseniase? Sim[] Néo [] Nao sabe []
BCG: Sim [] N&o [] numero de doses: [] Data da ultima dose:

Diagndstico clinico e laboratorial:

Clinico: Sim [] Néo [] Baciloscopia-BAAR: Sim [] N&o []
Histopatologia: Sim [ Nao []  Tecido:

Patologia: Laudo:

Teste Mitsuda: Resultado: Positivo [] Negativo []

Teste intradérmico:
Exames laboratoriais complementares:

Tratamento: Data de inicio:
Medicacdo atual e doses:
Intercorréncias durante o tratamento:

Reacdo tipo I: Sim [] Néao [] Reacdo tipo I1: Sim [] Néo [] InternacBes: Sim [] Néo []
Fendmeno de Lacio: Sim [[ Ndao []  medicacGes:

Resultado da quimioterapia
Ainda no tratamento? Curado [] Voltou [] Morte []
Doencas:
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Concomitante: Sim [] N&o [] Qual?
Prévia: Sim ] Néo [] Qual?
Crénica: Sim ] N&o [] Qual?

9.3. Anexo 3. Documentos Referentes a Aprovacgédo do Projeto de Pesquisa.

9.3.1. Parecer da Diretoria do IPTSP

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

Certificamos que em reuni2o do Conselho Diretor do
instituto de Patologia Trepical e Satade Pudblica da UFG, realizada no dia 27 de outubro de

2004, foram disculidos e aprovados os_seguintes projetos de pesquisa “Perfil socio-

demografico e clinico epidemiologico dos pacientes portadores de infecgao HIV/aids
atendidos no Servigo de Alendimento Especializado (SAE), Goiania, de 2001-2004" -
Responsavel: Prof®. Ms Ana Maria de Qliveira; "Prevaléncia de microorganismos Gram-
negalivos produtores de B-lactamase de expectro ampliado (ESBL) em sitios estéreis em
Hospitais de Goidnia * — Responsavel: Proff. Dr® Fabiana Cristina Pimenta;
“Caracterizagdo dos antigenas protéicos naturais e recombinantes do Mycobacterium
tubercufosis moliidos pala resposta . fmune de -pasenies tubereuiuses” - Responsavel
Prof®. Di®. Ang Pauta Jungueira Kipnis; “Atividade Antimicrobiana do Alcool Etilico 70,0%

em Canetas Odonioldgicas de Alta Rotagdo” — Responsével: Prof Dr Cledmenes Reis.

Goiania, 28 de outubro de 2004

N &m Koz[owskl

Secre ario do IPTSP/UFG

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

Lucimeire Antonelli da Silveira, para os devidos fins.

- .
; . /q

AA B e

Prof® Dr?. 'Divina das Dores dp Pau!a Cardoso
Diretora do IPTSP/UFG

9.3.2. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa- UFGO.
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i PROTOCOLO N2 O!

3}; %‘g 9 6 [cl20 &
SEary

“'-.-*"“"&‘—'J"J"'

_* UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITCRIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FARECER CONSUBSTANCIADO

-ldentificagio: S ; ' L ' -

¥ Titdlo” do -projeto:Caraciefizagho “dos - antigenos™ proléicos " naturdis™ ‘e recombinantes  de-
Mycobacterium tuberculosis induzidos em condigGes de stress pela resposta imune de pacientes
tuberculosos. -

+ Pesquisador Responsavel: Ana Paula Jungueira Kipinis

+ InstituicZo responsavel. Institulo de Patologia Tropical e Satde Publica/ UFG

+ Data de apresentacéc ao COEP: 26/01/2005

il — Cbjetivos:

Identificar antigenos protéicos de M tuberculsis capazes de discriminar pacientes tuberculosos
de sadios. Determinar o padrao de reconhecimento destes antigenos por células T CD4/CD8,
selecionar antigenos candidatos a vacina.

{ll - Sumario do projeto:
+ Descrigao e caracterizagdo da amostra:

Pacientes tuberculosos recrutados no ambulatério de tuberculose do Hospital de Doencas Tropicais.
Fanie au duies

L saptualas sariavanidains arie dinaandsing astivantas s eastagiay

Critétios de incluéio é exclusio:Serdo 50 pacientes: .

1) tuberculosos com tuberculose pulmonar com idade de 30 a 60 com diagndstico comprovado pela

;ao posmtivaag PP T 0 s o S R S B e L e ) |
*acientes com cutras doengas que acometem o pulmao 2) F
'acientes hansénicos. 3)F
‘acientes controles com idade e sexo pareados para cada paciente com tuberculose. 4) F
Adequacdo da metodologia: ‘
.Adeguada para o objetivo proposto. ‘
Adequagdo das condigoes: et ' +
adequado \

- Comentarios do relator frente 2 Resolugdo CNS 196/96 e complementares em particular IV -
re: sok
O projeto visa a caracterizacdo de antigenos para futuros candidatos a vacinas a tuberculose
vés de selegdo de antigenos que estimulem uma respgasta imune protetora.em pacienles s_a}d_iqs e atra
ntes in vitro. Os laboratérios envolvidos possue'm as condigdes necessarias péra o desenvolvimento doe

projeto. A identificagdo de antigenos candidatos a vacina nao fornecera um beneficio direto ao do
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paciente (além da informagdo do numero de células CD4 e CD8 em seu sangue), como & esclarecido
no termo de consentimento, porém podera fornecer grandes beneficics a comunidade. O paciente sera
acompanhado e tratado da mesma forma, independente de participar ou nZo do projeto, sendo
garantido o sigilo de sua i‘dentidade. A coleta de 20 mL de sangue do paciente oferece um risco minimo
para este, portanto, a analise de riscos e beneficios justifica a execugio do trabalho. Os pesquisadores
mencionam a utilizag&o de soro estccade de pacientes com hanseniase, entretanto, ndo apresenia um
termo de consentimento Livre e esclarecido para utilizac3o destes soros no projeic atuzl, A n3n
utilizacao destes soros ndo compromete a pesquisa, porém, os pesquisadores devem enviar ao comité
de ética da UFG o TCLO demonstrando que os pacientes estio cientes da utilizagdo destes soros, caso
queiram utiliza-lo.

Diante do exposto, sou favoravel a aprovagio do mesmo.
VI — Data da reuniio: 25/02/2005
Assinatura do relator:

/_\ ‘{\ . = e
atura 8o Coordenador/COEP: " : - AREE

el w
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9.3.3. Parecer do SUS e Secretaria de Ciéncias e Tecnologia do Estado de Goias.
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Goidnia, 04 de margo de 2005

Sra. Pesquisadora

ANA PAULA KIPINIS

Proponente de Projeto no Programa Pesquisa para ¢ SUS -~ C&T em Saude em
Goiés

Prezada Pesquisadora!

Com satisfagdc vimos comunicar gue seu projeto intitulado

/Caracterizacao dos antigenos proteicos naturais e recombinantes do
Mycofacterium Tuferculbslyt pelat wespuRUET it res o gulaTiue du pua e
atendidos pelo Sistema Unico de Satde de Goiania/ fol RPROVADO, com

valor integral, conforme solicitado.

Estaremecs proximamente convocando para concretizar a concessdo dos
recursos solicitados, té@o logc sejam disponibilizados.

Recomendamos providenciar documenta¢do, conforme exigéncias do Edital.

Atenciosamente
Comité Gestor

Pesquisa para o SUS - C&T em Saude Goids
SECTEC~-GO

Esta mensagem fol verificada pelo sistema de antivirus e
acredita-se estar livre de perigo.

105 https:/fwww ufgnet ufg br/webmail/show_body php?sid={4228CASATBED1-4228CA5A... 04/03/2(
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&S
3

P EGS MINISTERIO DA E0UCACAQE 00 DESPORTE

SERVICO PUBLICO FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUBE PUBLICA
Rua 235, S/N- Setor Universitario - Goidnia-GO - CEP 74605-050- Fone:{062) 209-6103/09

Oficio n® 069/05 GoiEnia, 15de margo de 2005

Da Diretora do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da UFG
A Dep. Prof. Raquel Teixeira

MD?. Secretaria de Ciéncias e Tecnologia do Estado de Goids
Assunto: Termo de aceitagao

Senhora Secretéria,

Juntamente com nossos cumprimentos, apresentamos a V. 5% o presente
Termo de Aceitacdo do Instituto de Paiologia Tropical e Sadde Pdblica da Universidade
Federal de Goids, como Instituicio executora do projeto “Caracterizacéo dos antigenos
nafiirais_e recambinantes do Mycobacterium. tuberculosis_induzidos em_condicdes de_
stress pela resposta imune de pacientes tuberculosos atendides pelo SUS - Goiania”,
—soh aresponsahilidade da Pesauisadora Prof®. Dr, Ana Paula Junaueira Kipnis.
Sem mais para o momento, subscrevemo—nos

Atenciosamente,

?Q.x,,_"\, .J"-'N \_vgx—fb—_ o ( Z,gw\____‘
Prof2. Dr?. Divina das Dores de Paula Cardoso
~. Diretora do IPTSP/UFG
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9.4. Anexo 4. Documentos Referentes a Parceria entre a Universidade e as
Unidades de Saude.
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INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITOLOGIA E PATOLOGIA
Rua Delenda Rezende de Melo - S/N - Setor Universitario - 74605-050 - Goiania - Goias

Tel (062) 261.64.97 - Ramal 218 - FAX. (062) 202.3066

Goiania, 10 de junho de 1939,

Ao Dr. Boaventura Braz Queiroz
Diretor Geral do Hospital de Doengas Tropicais de Goiania

Da Prof.a Dra Ana Paula Junqgueira Kipnis
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica- UFG

Senhor Diretor,

Venho por meio desta sclicitar a avaliagdo do projeto:
Interagées BACILOS CALMETTE-GUERIN e o Sistema !n_‘q_ime: Sistema
Complemento, macréfagos e linfécitos normais e de pacientes com Tuberculose e
Hanseniase pela Comissdo de Etica deste Hospital. Q sub - projeto 3' Avaliagdo da
eficacia imunoprofilatica das diferentes formas de BCG na Hanseniase (pacientes e
contactantes) sera realizado cem pacientes atendidos pelo HDT e estara sob minha
coordenacéo direta e a selecéo dos pacientes sob cocrdenagéo do Prof Aigar Chaul

Certa de contar com Vossa prestimosa atengao,

R Agradeco antecipadamente.

! jﬁf/ ‘l . \L\K‘
o ¥ // MEd &B‘?e‘a_,/
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+SUS

Sistema Unnico de Saude
Ministério da Saude
Governo do Estado de Goids
HOSPITAL DR. ANUAR AUAD/HDT

PARECER

Goidnia, 06 de Setembro de 1999,

DA : Diretoria Geral
: : Dr*, Ana Paula Junkeira Kipnis — UFG - IPTSP

Somos favoravel ao seu projeto sobre : Interacdes

Bacilos Calmette - Guerin e o Sistema Imuni, em pacientes com Tuberculose
¢ Hanseniase.

Informamos que o mesmo sera de grande valor para

esta Unidade.

Atenciosamente,
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. SES
I~ SECRETARIA
a‘fﬁema Uniso de Sdde DAY g&u.;z e

Enmspﬁ’tai de E@m‘.@as Tropicals Dr. Anuar Auad - HDT

5 C.L n° 104/2006-DEP/HDT Goiénia, 16 de agosto de 200(

Da:Divisdo de Ensino ¢ Pesquisa

Para: DEAM
IFG para Encaminhamos a aluna Cristina de Melo Cardoso mestranda da U
acdo dos realizar coleta de dados em prontuérios referente ao projeto: “Caracteriz
ierculosis antigenos protéicos naturais e recombinantes do Mycobacterium tub

induzidos pela resposta imune de pacientes tuberculosos™.

Atenciosamente,

Missdo: Oferecer Assisténcia especializada na 4drea de Visdio: Ser um servigo de exceléncia em infectologia, uma
doengas infecciosas, dentro do contexio piblico visando a da.s referéncias mencionadas no tratamento de sadde de
reintegragio do paciente e promover o conhecimento infecciosas, d pela alta resolutividade
cientifico. diaendstica ¢ terapéutica,

Hospital Dr. Anuar Auad

Av. Contorno n.° 3556 Jardim Bela Vista — Goidnia-G O — Fone/Fax: (62) 3249-3122

110



Almeida, C. M. C. Reconhecimento de
Antigenos do M. tuberculosis por
Anticorpos.

Mestrado - UFGO. 2007.

111



Almeida, C. M. C. Reconhecimento de
Antigenos do M. tuberculosis por
Anticorpos.

Mestrado - UFGO. 2007.

Goiénia, 9 de Agosto de 2005.

Da Profa. Dra. Ana Paula Junqueira Kipnis

Biotério do. IPTSP-UFG/

Laboratério de Imunopatelogia das Doengas Infecciosas
62 2096126

Para Profa. Dra. Maria Oliveira da Silva
4 Diretora Geral do CRDT Municipal
oidnia Goias G

’rezada Senhora, . ' ‘ ‘ 1

A par aenossos CUmpruvientos, gostatiamos ae*sonciial a: coraburagac” ae’vossa " o

wid ﬁo‘-s,'enu'dé aé viapilizar colétas aé sangue e mrdrmagogs ebidénnéré'gléas ‘paraor - : .-génﬁc
o: Caracterizacio dos antigenos protéicos naturais e recombinantes do projet
bacteritn tuberculosis induzidos em condictes de stress pela resposta imune de Myeo
ates tuberculosos. Este projeto encontra-se devidamente aprovado por comité de paciel
:m pesquisa da UFG e tem como objetivo testar novos antigenos protéicos de M. . Stica ¢
sulosis como candidatos ao diagnostico precoce da doenga e para ma nova yacina, e I - tubeore
tuberculose. ‘ X contra

Para a realizagio deste pIOJeto aprovado e ﬁnanclado pela MCT/SETEC/SUS, ‘

A8 AL ALARAR AR TRGIANARL QT4 hPr;(‘uLn%P gmmma_ Assin.como gamfmeq = | | ARTisRne
ngas endémicas correlacionadas & tuberculose (hanséniase) &' com outras doengas : ' . com doe
res gerais da cidade de Goifinia. Estes individuos serdo convidados a participar pulmon
fo, caso seja consentido e assmado, um questionario epidemioldgico sera ~ do estu
do e seu sangue sera coletado para as analises posteriores. Neste centro de preenchi

precxsaremos de um espago fisico para a reahzac;ao dos procednnen‘tos referenci
riormente e 0 acesso aos pacientes assistidos no penodo e agosto de 2005a == ' descﬁt.:;s ante
8. agosto de 200
i de poder contar com Vossa Prestimosa atengéo, Certe
e¢o antecipadamente, _ Agrad

Profa. Dfa%éﬁiamm&m :

Laboratdério de nnmopamtogm das doerigas frfecciosas. -
o _,_/ EJQ' &L

0, i of: wmufaﬁﬂw ; ' S EECEDH
i e %atnretor Geral Q9. 08/05

CRBM - 169 CPF- 189. 525851-00 o/
CRDT - Municipal _ ‘
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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