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RESUMO 

 

A tuberculose (TB) causada pelo Mycobacterium tuberculosis, resulta em mais de 

dois milhões de óbitos anualmente. Segundo dados da OMS cerca de 30% da 

população mundial está infectada com o bacilo e 5% desses infectados desenvolvem 

a doença ativa. O Brasil juntamente com outros 21 países albergam 80% de todos os 

casos de TB no mundo. Devido às falhas existentes nos diagnósticos atuais, muitos 

estudos tentam descobrir antígenos do Mycobacterium tuberculosis que podem ser 

usados no ensaio ELISA, um teste de baixo custo. Esse teste seria de grande valia na 

identificação da tuberculose, principalmente em países em desenvolvimento, 

endêmicos também para outras micobactérias como M. leprae, causador da 

hanseníase. Várias pesquisas têm identificado componentes do bacilo, como as 

proteínas secretadas pelas micobactérias em cultura, sob condições de estresse 

nutricional, mimetizando a situação vivida pelo bacilo no meio intracelular. Dessas 

proteínas são selecionadas aquelas imunodominantes que podem ser usadas como 

marcadores da doença. O objetivo desse trabalho foi avaliar o reconhecimento de 

duas dessas proteínas: os antígenos recombinantes MPT-51 e GlcB do M. 

tuberculosis, por anticorpos séricos da classe IgM e IgG de pacientes com 

tuberculose ativa, pelo método imunoenzimático indireto (ELISA). Foram adotados 

como critério de inclusão aqueles indivíduos de qualquer grupo que fossem HIV 

negativos, sem doenças crônicas ou uso de medicamentos imunossupressores e 

mulheres não gestantes. Quarenta e nove pacientes com tuberculose ativa foram 

selecionados e comparados com os grupos: controles saudáveis PPD não reatores e 

pacientes hansenianos portadores da forma Virchoviana, pareados por sexo e idade. 

Os pacientes com TB (0,810±0,319) mostraram maiores concentrações de IgM anti-

MPT-51 que os seus respectivos controles: pacientes com hanseníase (0,454±0,195) 

e controles saudáveis (0,448±0,162), com diferença estatística, 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 antígeno 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 realização de 

dosagens dos níveis de anticorpos IgM e IgG específicos ao rMPT-51 e rGlcB antes 

e após a terapia. Os níveis de anticorpos IgM e IgG anti-MPT-51 antes e após a 

terapia não sofreram alterações significativas. Entretanto, os níveis de IgG anti-GlcB 

diminuíram após a terapia (p<0,01). Nossos resultados sugerem que o rMPT-51 pode 

ser usado como marcador da tuberculose, quando mensuradas as concentrações de 

IgM específicos, pois foram capazes de discriminar pacientes TB, de controles e 

hansenianos. Apesar do ELISA ter demonstrado baixa sensibilidade quando o 

antígeno rGlcB foi utilizado, os níveis séricos dos anticorpos da classe IgG 

diminuíram após o tratamento da tuberculose (p<0,01) sugerindo que essa técnica 

poderia ser utilizada para o acompanhamento da terapêutica.  



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 rGlcB 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 IgG against 

MPT-51 and GlcB 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 IgG 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 IgG against rMPT-51 

and rGlcB 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 IgG 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. 



1. INTRODUÇÃO. .......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 1 

1.1. História. .................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 1 

1.2. Epidemiologia.......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 3 

1.3. Etiologia e Patogenia. ............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................. 6 

1.4. Agente Etiológico. ................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 8 
1.4.1. Principais Proteínas do M. tuberculosis............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................10 

1.5. Resposta Imune ao M. tuberculosis. ..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................15 
1.5.1. Resposta Inata......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................15 
1.5.2. Resposta Celular..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................18 
1.5.3. Resposta Humoral................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................20 
1.5.4. Principais Citocinas Envolvidas na Resposta Imune à Tuberculose. ..............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................21 

1.6. Diagnóstico da Tuberculose. ...............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................23 
1.6.1. Testes Diagnósticos em Uso................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................24 
1.6.2. Testes Sorológicos Usados em Pesquisa para Diagnóstico. ............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................25 

1.7. Tratamento.............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................29 

2. JUSTIFICATIVA. ...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 32 

3. OBJETIVOS. ............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ 33 

3.1. Objetivo Geral.......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................33 

3.2. Objetivos Específicos............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................33 

4. METODOLOGIA. ...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 34 

4.1. População em Estudo. ..........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................34 
4.1.1. Pacientes com Tuberculose Ativa.......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................34 
4.1.2. Controles Saudáveis. ...........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................35 
4.1.3. Pacientes com Hanseníase..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................35 

4.2. Coleta de Dados Clínicos e Epidemiológicos. ...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................36 

4.3. Coleta das Amostras.............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................36 

4.4. Antígenos Recombinantes....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................37 

4.5. Anticorpos (conjugados)......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................37 

4.6. Ensaio Imuno Enzimático (ELISA). ..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................37 
4.6.1. ELISA Indireto para Detecção de IgG Sérica. ..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................37 
4.6.2. ELISA Indireto para Detecção de IgM Sérica...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................38 

4.7. Validação do Ensaio ELISA na Detecção de Anticorpos Específicos aos Antígenos Recombinantes MPT-51 e GlcB........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................39 

4.8. Análise Estatística.................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................40 

5. RESULTADOS. ........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ 41 

5.1. Dados Clínicos e Epidemiológicos da População em Estudo. ........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................41 

5.2. Reconhecimento do Antígeno Recombinante MPT-51 por Anticorpos IgM Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio de ELISA......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................45 

5.3. Reconhecimento do Antígeno Recombinante GlcB por Anticorpos IgM Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA. ...............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................48 

5.4. Reconhecimento do Antígeno Recombinante MPT-51 por Anticorpos IgG Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA. ..........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................51 

5.5. Reconhecimento do Antígeno Recombinante GlcB por Anticorpos IgG Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA. ................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................54 

5.6. Cinética dos Anticorpos IgM Séricos anti-MPT-51 de Pacientes com Tuberculose Pulmonar Antes e Após o Tratamento..............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................57 

5.7. Cinética dos Anticorpos IgG Séricos anti-MPT-51 de Pacientes com Tuberculose Pulmonar Antes e Após o Tratamento. .............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................59 

5.8. Cinética dos Anticorpos IgM Séricos anti-GlcB de Pacientes com Tuberculose Pulmonar Antes e Após o Tratamento. ..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................61 

5.9. Cinética dos Anticorpos IgG Séricos anti-GlcB de Pacientes com Tuberculose Pulmonar Antes e Após o Tratamento....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................63 

6. DISCUSSÃO. ........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 65 

7. CONCLUSÕES. ....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 71 

8. REFERÊNCIAS. ....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 72 

9. ANEXOS. ................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................. 92 

9.1. Anexo 1. Termo de Consentimento dos Voluntários.......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................92 
9.1.1. Controles Saudáveis. ...........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................92 
9.1.2. Pacientes com Tuberculose.................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................93 
9.1.3. Pacientes com Hanseníase..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................94 

9.2. Anexo 2. Questionário Aplicado aos Voluntários............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................96 
9.2.1. Controles Saudáveis. ...........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................96 
9.2.2. Pacientes com Tuberculose.................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................97 
9.2.3. Pacientes com Hanseníase..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................99 

9.3. Anexo 3. Documentos Referentes a Aprovação do Projeto de Pesquisa. ...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................100 
9.3.1. Parecer da Diretoria do IPTSP ........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................100 
9.3.2. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa- UFGO. .........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................101 
9.3.3. Parecer do SUS e Secretaria de Ciências e Tecnologia do Estado de Goiás. ..............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................104 

9.4. Anexo 4. Documentos Referentes à Parceria entre a Universidade e as Unidades de Saúde. ................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................107 
 
 
 

Introdução 



Almeida, C. M. C.      Reconhecimento de 
Antígenos do M. tuberculosis por 
Anticorpos. 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
--------------------- 

Mestrado - UFGO. 2007. 
 

 1

1. INTRODUÇÃO. 
 

 

1.1. História. 
 

Estudo realizado em tecidos moles e ossos de múmias egípcias, datadas de 

2050 anos a.C. têm demonstrado evidências da tuberculose em populações históricas 

e fornecido informações sobre a evolução do seu agente etiológico (Zink et al. 2003). 

Salo et al. (1994) relatam estudos em tecidos do pulmão de múmias (com 1000 anos 

de idade), encontradas no Peru, onde foi identificado DNA do Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis). Konomi et al. (2002) identificaram DNA de várias 

espécies de micobactérias, incluindo o M. tuberculosis em tecidos da área genital de 

múmias datadas de 140 a 1200 d.C., encontradas nos Andes, América do Sul. 

Muitas micobactérias são encontradas no solo e na água e acredita-se que 

algumas espécies, através de mutações, passaram a infectar animais. Com a 

evolução, essas bactérias passaram a sobreviver em mamíferos, sugerindo que 

alguma delas poderia ter sido precursora do M. bovis. Com a domesticação do gado, 

ocorrido entre 10.000 e 25.000 anos atrás, a tuberculose tornou-se mais freqüente no 

homem e por isso criou-se uma hipótese de que houve a passagem do patógeno desse 

animal para o homem, sugerindo que o M. bovis seria o precursor do M. tuberculosis 

(Stead 1997). Contudo, após a identificação de DNA e mapeamento gênico de várias 

espécies 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 

semelhanças genotípicas, causadoras de doença 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 não tuberculosis, 

composto por espécies diferentes ou variantes da mesma espécie de micobactérias, 

mas que normalmente não acometem o homem, também denominadas atípicas.  
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Acredita-se que a tuberculose pode ter sido disseminada para várias regiões, 

como Europa e Ásia, através da migração de indo-europeus infectados com os 

bacilos (Daniel 2006). A tuberculose teve incidência alta na Europa na primeira 

metade do século 19, devido à revolução industrial e ao adensamento das 

populações. Estima-se que um quarto da população européia tenha morrido de 

tuberculose nessa época. O tratamento baseava-se apenas em isolamento dos 

pacientes em sanatórios nas montanhas ou próximos aos mares, com repouso total e 

exposição ao ar livre. Os medicamentos eram à base de quinino, creosoto, enxofre, 

cálcio e preparados de ouro e bismuto (Hobday 1997, Daniel 2006). 

Ainda no século 19, Robert Koch, médico e pesquisador de várias doenças 

tropicais, afirmou que um agente microbiano específico, patogênico, causaria uma 

doença infecciosa. Em 1882, ele descreveu pela primeira vez o agente causador da 

tuberculose, o M. tuberculosis (Koch 1882, Daniel 1982). A introdução da 

radiografia por Roentgen, em 1885, trouxe grande progresso para o diagnóstico da 

tuberculose e acompanhamento da doença (Felix & Bittner 1995). 

A descoberta de antibióticos no combate à tuberculose pode ser associada à 

penicilina, descrita em 1928 por Alexander Fleming. Mas apesar desse fármaco ser 

eficaz contra diversas doenças, mostrou-se ineficiente contra a tuberculose, pois as 

micobactérias produzem beta-lactamases, que inativam a penicilina. Outros fatores 

também contribuem para a resistência a esse antibiótico, como a parede celular das 

micobactérias, rica em lipídeos, que impede a permeabilidade da penicilina e a baixa 

afinidade de ligação da droga a uma proteína de membrana da micobactéria (do 

inglês 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 antibiótico eficaz contra 

a tuberculose (Waksman 1950, Conti et al. 2004). Posteriormente, novos fármacos 

foram introduzidos, e são usados até hoje, como a isoniazida (1952), a rifampicina 

(1965) e a pirazinamida, que só começou a ser usada em 1970 (Iseman 2002, Ligon-

Borden 2003). 
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No século 20, a taxa de mortalidade devido à tuberculose começou a diminuir 

gradativamente pelo uso da vacina BCG (do francês Bacilo Calmette-Guérin), 

produzida pela primeira vez em 1920, por Calmette e Guérin em Paris, administrada 

em recém-nascidos e crianças saudáveis (Starke 2004, Andersen & Doherty 2005) e 

pela consolidação do uso dos antibióticos, como terapêutica eficaz para o tratamento 

da tuberculose. 

Entretanto, em meados de 1980 houve um aumento do número de casos 

novos, sendo responsável por isso, o desenvolvimento de cepas de micobactérias 

multi-drogas resistentes (Pablos-Mendez et al. 1998), associado ao vírus HIV (do 

inglês Human lmmunodeficiency Virus), agente etiológico de uma doença (SIDA) 

caracterizada pela redução do número de linfócitos T CD4+ nos indivíduos 

infectados, que causa imunossupressão e aumento da susceptibilidade à tuberculose e 

a outras doenças crônicas (Dye et al. 1999, Serbina et al. 2001).  

Atualmente, a tuberculose continua sendo uma doença infecciosa grave, com 

incidência alta, resultando em muitos óbitos no mundo todo. Várias pesquisas são 

realizadas na tentativa de conhecer melhor os mecanismos de transmissão do bacilo e 

a resposta protetora do hospedeiro, com a finalidade de desenvolver novas estratégias 

de controle dessa doença.  

 

 

1.2. Epidemiologia. 
 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a incidência de 

tuberculose pulmonar é de cerca de 9 milhões de casos novos e ocorrência de mais de 

dois milhões de mortes por ano (Frieden et al. 2003, Harries & Dye 2006). Desde 

1993 a OMS declarou a tuberculose uma prioridade mundial. Atualmente, há duas 

metas a serem alcançadas, que consistem na identificação 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 inglês Directly Observed Treatment 

Short Course) que consiste na implementação do tratamento diretamente 
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supervisionado de curta duração ao paciente. A estratégia DOTS depende do 

compromisso do governo e apoio financeiro, na criação de programas para o controle 

da tuberculose: incluindo busca ativa de casos novos (investigação de todo paciente 

sintomático respiratório, recebido na unidade de saúde e de contatos dos doentes com 

TB); padronização do tratamento dos pacientes com diagnóstico de TB; implantação 

de sistema de distribuição dos medicamentos com monitoramento e supervisão 

(visitas regulares do paciente à unidade de saúde ou do agente de saúde ao paciente, 

na sua residência, pelo menos nos dois primeiros meses para avaliação do 

tratamento). Ainda como expansão do DOTS, a comunidade precisa ter fácil acesso 

ao diagnóstico e tratamento, além de uma atenção especial direcionada aos pacientes 

imunossuprimidos (HIV positivos) e aqueles infectados com bacilos multi-drogas 

resistentes (World Health Organization 2006). Essas medidas visam a redução da 

mortalidade, da prevalência e incidência da tuberculose (Gupta et al. 2004, Dye et al. 

2005). 

Em 2006, a OMS lançou outro desafio na tentativa de controlar a tuberculose. 

Trata-se de um plano global a ser cumprido entre 2006 e 2015, reforçando medidas já 

traçadas. Faz parte desse novo plano: direcionar atenção especial aos principais 

grupos de risco para a tuberculose (imunossuprimidos, indivíduos de baixo poder 

sócio-econômico, que vivem em aglomerados como prisões, asilos, refugiados e 

usuários de drogas); identificar cepas do M. tuberculosis multi-drogas resistentes; 

discriminar as barreiras que impedem o acesso da população aos serviços de 

atendimento à saúde; estabelecer estratégias para melhoria no atendimento e 

expanção do DOTS; incentivar a pesquisa, através de convênios do governo com 

instituições como as universidades e serviços de saúde. Para 2015 a meta é que haja 

uma redução em 50% dos índices de prevalência e mortalidade, comparados com os 

índices registrados em 1990. Para 2050 a meta é que a tuberculose deixe de ser um 

problema de saúde mundial (com incidência anual <1 caso/1 milhão de habitantes) 

(Squire et al. 2006, World Health Organization 2006). 

Nas Américas, o Brasil e o México detêm 50% dos casos de tuberculose 

(Chowell et al. 2005). O Brasil está entre os 22 países que concentram 80% de todos 
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os 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 clínicas da 

tuberculose (pulmonar e extra-pulmonar). A maior taxa de incidência tem ocorrido 

no Estado do Rio de Janeiro, sendo o sexo masculino o mais atingido, na proporção 

de dois para um. Algumas populações, como as indígenas, as carcerárias e os sem-

teto apresentam incidência muito maior que a população em geral (Hijjar 2005).  

No Brasil, o governo priorizou o controle da tuberculose seguindo as 

recomendações da OMS. O Ministério da Saúde criou um Programa Nacional de 

Controle da Tuberculose (PNCT), garantindo acesso gratuito da população ao 

tratamento dessa doença. Somente em 1999 foi oficializada a implantação da 

estratégia DOTS em nosso país, ficando estabelecido que na primeira fase do 

tratamento, nos dois primeiros meses, faz-se um mínimo de três consultas semanais e 

na segunda fase, últimos quatro meses, uma consulta semanal. A baciloscopia no 

escarro é feita em pelo menos duas amostras, realizado periodicamente durante o 

tratamento. A meta de identificação de 70% dos casos novos já foi atingida, enquanto 

a cura em 85% dos indivíduos em tratamento tem sido difícil de atingir, devido aos 

casos de interrupção da quimioterapia (12% de abandono) e à multi-droga resistência 

dos bacilos (Hijjar 2005, Dye et al. 2005). 

Em Goiás, existem dois municípios prioritários para o PNCT: Goiânia e 

Aparecida de Goiânia. 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 Saúde, mais de 71,03% da população do estado 

vivem em municípios com prevalência superior a cinco casos/10 mil habitantes, 

enquanto a taxa ideal deveria ser menor que 1 caso/10 mil habitantes (Ministério da 

Saúde 2002, 2005). 
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1.3. Etiologia e Patogenia. 

 

A tuberculose é uma doença infecciosa grave, causada pelo M. tuberculosis 

(bacilo de Koch), podendo acometer todos os órgãos, mas em especial os pulmões. 

As principais manifestações da doença são: tosse produtiva com mais de 15 dias, 

hemoptise, febre vespertina baixa, suor noturno, dor no tórax e perda de peso (Marais 

et al. 2005). 

Cerca de 70% dos doentes adultos com a forma pulmonar são bacilíferos, ou 

seja, apresentam carga bacteriana nas expectorações (escarro). Esses indivíduos 

constituem a fonte habitual de disseminação da tuberculose, pois eliminam bacilos 

viáveis para o meio aéreo. A transmissão ocorre de pessoa a pessoa, pela inalação de 

gotículas, perdigotos, que contêm os bacilos, expelidos pelos doentes através da fala, 

tosse e espirro. As gotículas maiores se depositam rapidamente, enquanto as mais 

leves, medindo de 1 a 5 µm de diâmetro, permanecem em suspensão no ar (núcleos 

de Wells) e podem alcançar os bronquíolos e alvéolos (Riley et al. 1995). Estima-se 

que durante um ano, cada doente poderá infectar em média 10 a 15 pessoas. Apenas 

5-10% das pessoas infectadas, desenvolverão a doença ativa (Medlar 1955, Bloom & 

Murray 1992). Essa casuística de o indivíduo infectado vir a desenvolver doença, 

envolve múltiplos fatores, desde condições sócio-econômicas, tempo e freqüência de 

exposições e fonte infectante (carga bacteriana), assim como a virulência do bacilo e 

fatores genéticos (Heldal et al. 2003).  

A maioria das pessoas infectadas desenvolve resposta imune protetora contra 

a micobactéria. O M. tuberculosis é um patógeno intracelular facultativo que replica 

dentro dos macrófagos e de células fagocitárias (Schlesinger 1996a). Acredita-se que 

dentro de células mononucleares, os bacilos entram em estado de dormência, latência 

(estado metabolicamente inerte do microorganismo). Sobrevivem sem se dividir por 

vários anos ou tendo um baixo crescimento, podendo reativar, ao encontrar 

condições favoráveis (Tufariello et al. 2003). Wayne & Hayes (1996) cultivando M. 

tuberculosis (H37Rv), propõe um modelo de que o estado de latência do bacilo esteja 

relacionado com a redução do oxigênio no meio, embora haja estudo contraditório, 
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sobre a influência do oxigênio na infecção pulmonar humana (Tsai et al. 2006). A 

sobrevivência dos bacilos dentro dos macrófagos, 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 “latência”, 

pois ainda não foi possível reproduzir esse estado do bacilo in vitro. 

Após a infecção dos macrófagos, podem surgir dois tipos de lesões: uma 

lesão exsudativa com reação inflamatória aguda, contendo leucócitos circundando os 

bacilos. Essa lesão pode ser observada no parênquima pulmonar, sendo semelhante a 

uma pneumonia bacteriana, que resulta em infecção primária ou primo-infecção. Em 

90% dos casos, a lesão cicatriza e todo exsudato é absorvido (Bloom & Murray 

1992, Tufariello et al. 2003). O outro tipo de lesão envolve a progressão da primo-

infecção, desenvolvendo tuberculose ativa, com formação de necrose do tecido. Essa 

evolução é caracterizada por uma inflamação granulomatosa com três zonas: uma 

central de células gigantes multinucleadas contendo os bacilos, uma média de células 

epitelióides, usualmente dispostas de modo radial e uma periférica de fibroblastos, 

células mononucleares (Gonzalez-Juarrero et al. 2003, Tsai et al. 2006) e linfócitos T 

e B dispersos. Em geral, essas reações apresentam necrose caseosa central e são 

denominadas tubérculos. Os granulomas parecem ter papel importante para conter a 

expansão local e sistêmica do foco bacteriano. No entanto, sugere-se que o 

rompimento desses tubérculos cause o esvaziamento do seu conteúdo formando uma 

cavidade no brônquio o que facilita a sua disseminação. Posteriormente, ocorre 

cicatrização por tecido fibroso ou calcificação (Cosma et al. 2003, Tsai et al. 2006, 

Lin et al. 2006). A tuberculose secundária, quando o indivíduo adquire a doença 

ativa muitos anos após a primo-infecção, pode ocorrer por reativação do bacilo ou 

por origem exógena a partir de uma nova contaminação embora pareça ser menos 

freqüente (Chiang & Riley 2005). 

A disseminação para outros órgãos parece ocorrer por extensão direta, através 

de canais linfáticos e da corrente sanguínea. Na primo-infecção, os bacilos da 

tuberculose podem propagar-se a partir dos brônquios, via sistema linfático, para os 

linfonodos regionais, ou pela corrente sanguínea. No caso da reativação, a 
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disseminação pode se dar pela corrente sanguínea podendo resultar em lesão miliar 

(Gonzalez et al. 2003, Musellim et al. 2005). 

As formas extrapulmonares mais comuns são pleural, linfoadenite, do SNC, 

ganglionar, miliar, óssea, geniturinária, meningoencefálica, ocular, pericárdica, da 

pele, da laringe, gastro intestinal, hepatobiliar, da mama, peritoneal e da glândula 

endócrina (Gonzalez et al. 2003, Golden & Vikram 2005). 

 

 

1.4. Agente Etiológico. 
 

As micobactérias pertencem à ordem dos Actinomycetales, subordem 

Corynebacteriaceae, família das Mycobacteriaceae e gênero Mycobacterium. A 

família das Mycobacteriaceae compreende cerca de 100 espécies diferentes, a 

maioria saprófitas de vida livre (Aranaz et al. 1999). Várias cepas do M. tuberculosis 

estão sendo seqüenciadas. Em 1998 foi publicado o genoma completo da cepa de 

referência H37Rv (ATCC 27294) do M. tuberculosis (Cole et al. 1998). 

Os bastonetes do M. tuberculosis se caracterizam por serem retos e finos, por 

não formarem esporos, nem flagelos e por não produzirem toxinas. Medem de 1 a 4 

µm de comprimento por 0,2 a 0,6 µm de diâmetro. Possuem longo período de 

geração (16 a 20 horas) dependendo da oferta de oxigênio, de nutrientes e do pH do 

meio. Podem ainda, in vitro, serem cultivados em meios de cultura enriquecidos, 

sólidos ou líquidos, como Lowenstein-Jensen e Middlebrook 7H10 ou 7H11 (Crump 

et al. 2003, Adler et al. 2005).  

 O envelope do M. tuberculosis é constituído por três componentes: membrana 

plasmática, cápsula e parede celular. Um conjunto de componentes ligados a esse 

esqueleto forma a cápsula, constituída por polissacarídeos, proteínas e lipídeos 

(Brennan & Nikaido 1995, Daffe & Draper 1998). A parede celular do M. 

tuberculosis é basicamente constituída por um complexo de ácidos micólicos, 

arabinogalactanas e peptidoglicano (do inglês Mycolyl ArabinoGalactan 

Peptidoglican, mAGP); glicolipídeos como a lipoarabinomanana (LAM), ancorada à 
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membrana plasmática; lipomanana (LM) que parece ser o precursor de LAM; e 

fosfatidilinositol manosídeo (do inglês Phosphatidyl Inositol Mannosides, PIMs), 

como mostra a Figura 1 (McNeil et al. 1990, Daffe & Draper 1998, Mikusova et al. 

2000). A parede celular confere à micobactéria resistência à desidratação e proteção 

à ação de agentes químicos, mas ela é facilmente destruída por agentes físicos como 

calor e radiação ultravioleta (Hobday 1997).  

O M. tuberculosis possui a habilidade de formar cordões serpentiformes, 

quando cultivado em meio líquido. Isso se deve a presença de glicolípideos, 

conhecidos como fatores de corda, como o dimicolato de trealose, responsáveis por 

manter a integridade da parede. Dificilmente coram-se pelo método de Gram devido 

às características da sua parede celular, embora sejam considerados como Gram 

positivos. O complexo mAGP constitui uma barreira periférica hidrofóbica, que 

durante a coloração por Ziehl-Nielsen retém a fucsina. Os ácidos micólicos (ácidos 

graxos de cadeia longa) parecem ser o suporte molecular da álcool-ácido resistência.  

 Essas estruturas da parede celular, encontradas somente em patógenos 

microbianos, são denominadas padrões moleculares associados ao patógeno (do 

inglês Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPs), que interagem com os 

receptores de reconhecimento de patógenos (do inglês Pathogen Recognition 

Receptors, PRRs), expressos em macrófagos e outras células fagocitárias. Assim, por 

exemplo, durante a resposta protetora no hospedeiro, os ácidos micólicos da parede 

do M. tuberculosis favorecem a formação do granuloma, enquanto os glicolipídeos 

(LAM) são responsáveis pela indução da necrose caseosa e parece ter um papel 

importante na virulência das diferentes espécies de micobactérias (Briken et al. 

2004). O fator corda também parece estar envolvido na virulência do bacilo, uma vez 

que, a administração dessa molécula em coelhos induziu tanto no pulmão como no 

fígado formação do granuloma (Hamasaki et al. 2000).  
 

 

 

 

 
Glicolipídeos (LM e PIM) 

Lipoarabinomana (LAM) 
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Figura 1. Representação esquemática dos componentes da parede celular do M. 
tuberculosis. Estrutura da parede celular do M. tuberculosis composta por um 
complexo de ácidos micólicos, arabinogalactanas e peptidoglicano (mAGP), 
glicolipídeos (LM e PIMs) e LAM ancorados à membrana plasmática. 
 

 

1.4.1. Principais Proteínas do M. tuberculosis. 

 
Após o sequenciamento gênico do M. tuberculosis, tem sido possível 

investigar proteínas que podem estar envolvidas na patogenicidade, virulência ou 

mecanismos de evasão do bacilo. Até o momento, um grande número dessas 

proteínas foi identificado, sendo que muitas delas têm funções conhecidas (Camus et 

al. 2002). Destacaremos algumas que são largamente estudadas: CFPs (do inglês 

Culture Filtrate Proteins) são proteínas do filtrado de cultura do M. tuberculosis e 

acredita-se que contenham em torno de 200 proteínas diferentes (Sable et al. 2005b). 

Essas proteínas são secretadas pelo bacilo e parecem ter uma grande capacidade de 

estimular a resposta do hospedeiro. São amplamente usadas em pesquisas como 

componentes para novas vacinas protetoras da tuberculose e em sorodiagnósticos 

como marcadores da doença (Bahk et al. 2004, Sable et al. 2005c). Devido ao fato do 

M. tuberculosis ter longo período de geração, e pelo risco do manuseio do bacilo, 

foram desenvolvidas técnicas de clonagem para obtenção de proteínas 

recombinantes. Dentre essas proteínas, está a CFP 10 (Rv3874), uma proteína de 10-

Ácidos  
Micólicos 

Arabinogalactana 

Peptidoglicano 

mmAAGGPP

Membrana  
plasmática 
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kDa e o ESAT-6 (Rv3875) com peso molecular de 6-kDa, (do inglês Early Secretory 

Antigenic Target 6), caracterizado por Sorensen et al. (1995). Ambas as proteínas são 

codificadas na região RD-1 do gene (do inglês Regions of Difference 1) de várias 

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 região com a 

virulência do bacilo, pois ao ser deletada, há uma atenuação da virulência. Isso pode 

ser observado in vitro, em macrófagos humanos infectados com a cepa H37Rv 

deletada na região 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 proteínas são 

imunodominantes durante a resposta imune à infecção. O trabalho de Junqueira-

Kipnis et al. (2006) mostra que camundongos nocautes em IFN-γ e infectados com 

M. tuberculosis, com deleção gênica na região RD1 (M. tuberculosis mutante) 

apresentam crescimento bacteriano mais lento e ausência de necrose tecidual. 

Enquanto no mesmo modelo animal infectado com o M. tuberculosis original 

apresenta uma reação granulomatosa com necrose, sugerindo que as proteínas 

codificadas na região RD1 estão envolvidas no processo de citólise no pulmão desses 

camundongos. Quando se reconstitui a região 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 inativação de genes que codificam 

ESAT-6 e CFP-10 resulta em baixo crescimento da micobactéria dentro de 

macrófagos. Eles isolaram um mutante do M. marinum, deficiente na secreção de 

ESAT-6 e CFP-10 e infectaram macrófagos de camundongos. Posteriormente 

analisaram a maturação do fagossomo nesses macrófagos e verificaram que enquanto 

o M. marinum original reside em um meio pouco acidificado, não lisossomal, o 

mutante foi encontrado em compartimento acidificado, sugerindo que essas duas 

proteínas podem ter um papel na prevenção da fusão do fagolisossomo, um 

mecanismo de escape da micobactéria para continuar sobrevivendo dentro dos 

fagócitos. 
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Os antígenos ESAT-6 e CFP-10 são também usados em estudos de testes 

diagnósticos, como o Quantiferon RD1 (QFN-RD1) ou QFN-Gold que utilizam 

sangue total (Dogra et al. 2006). O princípio do método é detectar o IFN-γ produzido 

por linfócitos T específicos a esses dois antígenos (Ravn et al. 2005, Mazurek et al. 

2005, Taggart et al. 2006). Outro método é o ELISPOT- IFN-γ, cujo princípio é 

contar as células que foram induzidas pelo ESAT-6 e CFP-10 a produzirem IFN-γ 

(Goletti et al. 2006, Codecasa et al. 2006) (Quadro 2). 

 O antígeno HspX (Rv2031c), (do inglês Heat shock protein) é codificado na 

região gênica Acr. É uma proteína do choque térmico, com peso molecular de 16-

kDa, também conhecida como proteína α-cristalina. Yuan et al. (1998) observaram a 

produção de HspX pelo M. tuberculosis em modelo experimental usando macrófagos 

infectados, demonstrando que micobactérias deficientes do gene Acr possuem uma 

redução no seu crescimento dentro desses macrófagos. Outro trabalho também 

mostra que a produção de HspX é aumentada quando a bactéria está em estágio 

“estacionário” de crescimento, quando há condições desfavoráveis para a replicação 

(hipoxia e diminuição de nutrientes), como na fase latente, sugerindo que essa 

proteína atue nos mecanismos de adaptação e sobrevivência dos bacilos (Mayuri et 

al. 2002). O HspX tem ação também de chaperonina, auxiliando na conformação 

final das proteínas (Qamra et al. 2005). Na infecção humana, esse antígeno é 

encontrado na fase latente, desencadeando tanto resposta celular como humoral 

(Demissie et al. 2006). Assim, é usado como marcador de fase latente e crônica da 

tuberculose em pesquisa de testes diagnósticos. 

O GlcB (Rv1837c) é um antígeno protéico codificado pelo gen GlcB 

(também denominado aceB) do M. tuberculosis e M. leprae. É uma enzima malato 

sintetase G (MSG), monomérica de 80-kDa, homóloga a malato sintetase (AceB) da 

bactéria Corynebacterium glutamicum e da enzima (MSG) da bactéria Escherichia 

coli. O GlcB é uma enzima que utiliza a via glioxalato, permitindo que a bactéria 

assimile o composto carbono, necessário para sua replicação dentro do macrófago 

(Munoz-Elias & McKinney 2005). Recentemente, foi levantada a hipótese de que 

essa enzima produzida pelo M. tuberculosis exerça função de adesão. A malato 



Almeida, C. M. C.      Reconhecimento de 
Antígenos do M. tuberculosis por 
Anticorpos. 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
--------------------- 

Mestrado - UFGO. 2007. 
 

 13

sintetase foi encontrada na superfície de bacilos intactos e acredita-se que haja 

ligação entre o GlcB e a laminina e a fibronectina das células epiteliais do pulmão, 

através do seu domínio C terminal (único na malato sintetase produzida pelo M. 

tuberculosis) (Kinhikar et al. 2006). Devido sua importância para o estabelecimento 

e a persistência da infecção pelo M. tuberculosis, o GlcB parece ser um alvo 

promissor para o desenvolvimento de novos agentes inibidores dessa enzima, 

principalmente tendo-se em mente que o desenvolvimento de drogas que atuem nas 

vias de persistência da infecção é fundamental na luta antituberculose (Smith et al. 

2004). Em pesquisa é usado como candidato a marcador da tuberculose, sendo já 

testado para o sorodiagnóstico de pacientes com tuberculose, co-infectados com HIV 

ou não (Singh et al. 2005) (Quadro 1).  

O Complexo antigênico 85 (Ag 85) é composto por três proteínas secretadas: 

Ag 85A (Rv3804c), Ag 85B (Rv1886c) 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 síntese do ácido micólico, que 

constitui a parede celular da bactéria, contribuindo para a manutenção da integridade 

da parede e a patogênese da tuberculose. A inibição da transcrição dos componentes 

do complexo Ag 85 parece reduzir o crescimento do M. tuberculosis em cultura 

(Harth et al. 2002). A deleção do gene que codifica o Ag 85A resulta em diminuição 

da replicação da micobactéria dentro de macrófagos in vitro (Armitige et al. 2000). 

Há um trabalho sobre a inibição da atividade micoliltransferase dos três membros do 

complexo, resultando em bloqueio do crescimento da bactéria e demonstrando sua 

importância no desenvolvimento de novas drogas contra a tuberculose (Belisle et al. 

1997). Devido as suas características imunodominantes, apresentam-se como 

candidatos promissores à nova vacina, sendo usados em inúmeros experimentos. Em 

camundongos foi testada uma vacina BCG recombinante, contendo Ag 85A que 

estimula grande expressão de IFN-γ e IgG2a, caracterizando a resposta Th1 (Dhar et 

al. 2004). Outra vacina estudada envolve a fusão do ESAT-6 com o Ag 85B, já na 

fase do ensaio clínico de testes em primatas não humanos. No entanto, para 

implementação dessa vacina em programas de vacinação, é preciso entender as 
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Inúmeros outros antígenos protéicos do M. tuberculosis são encontrados na 

literatura. Antígenos como CFP-21, MPT-64, MPT-32, Ag 14-kDa, MPT-63, Hsp60, 

Ag 38-kDa e Ag 19-kDa (glicoprotéico) são testados isolados ou em multicomplexos 

para tentar aumentar a acurácia do diagnóstico (Quadro 1). Por exemplo, o trabalho 

de Wang et al. (2005) combinam os antígenos ESAT-6, CFP-21, MPT-63 e MPT-64 

para teste de sorodiagnóstico da tuberculose em pacientes com a doença ativa. Na 

Venezuela, outro trabalho testa um sorodiagnóstico usando combinação de antígenos 

PPD, Ag 38-kDa e Hsp60 para diagnóstico da tuberculose em crianças (Araujo et al. 

2004).  

 

 

1.5. Resposta Imune ao M. tuberculosis. 

 

1.5.1. Resposta Inata. 

 
Diversos trabalhos são realizados na tentativa de elucidar melhor as etapas 

envolvidas nos mecanismos de proteção do hospedeiro para conter o bacilo da 

tuberculose, assim como definir os mecanismos de escape do bacilo a fim de manter 

sua sobrevivência. 

Na infecção inicial, o hospedeiro ao inalar as gotículas contendo os bacilos, 

resiste a esses microorganismos através das barreiras físicas da nasofaringe, 

clearence mucociliar, secreção traqueobronquial e defesa celular inespecífica, 

mediada principalmente por células broncoepiteliais, macrófagos, neutrófilos e 

células NK. Contudo muitos bacilos do M. tuberculosis conseguem sobreviver e se 

multiplicar dentro das células apresentadoras de antígeno (APCs): as células 

dendríticas (DCs) e os macrófagos, gerando a tuberculose primária (Schlesinger 

1996b).  

Os macrófagos 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). Há liberação 

pelos macrófagos de citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, TNF-α, IL-12 e 

quimiocinas como IL-8 e MIP-1 (do inglês Macrophage Inflammatory Protein-1), 

que estimulam o recrutamento de leucócitos para o sítio da infecção (Takashima et 

al. 1990, Rhoades et al. 1995, Sadek et al. 1998). Os receptores de reconhecimento 

na superfície dos macrófagos alveolares são os receptores do complemento CR1, 

CR3 e CR4 que se ligam a fragmentos do C3, capazes de opsonizar antígenos do M. 

tuberculosis (Ferguson et al. 2004) e os receptores PRRs. 

Os receptores PRRs são: receptores de manose que se ligam a glicolipídeos 

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: lipoproteína de 19-

kDa, LAM, e outros glicolipídeos (Nau et al. 2002, Quesniaux et al. 2004); 

receptores scavenger que reconhecem componentes de lipoproteína de baixo peso 

molecular (LDL), polissacarídeos e glicolipídeos. Outro receptor recentemente 

descrito é o NOD2 (do inglês Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2), uma 

proteína intracelular, contendo repetições do aminoácido leucina, similares ao TLR, 

responsável pelo reconhecimento de peptidoglicanos de bactérias gram negativas e 

positivas. Ferwerda et al. (2005) em estudo in vitro, levantam a hipótese que o NOD2 

pode ser um sistema independente, capaz de reconhecer componentes do M. 

tuberculosis dentro da célula fagocitária, de forma sinérgica com os receptores de 

Toll. 

As DCs podem reconhecer o M. tuberculosis, via receptores de Toll (TLR) 

que interagem com PAMPs, de forma semelhante aos macrófagos. Um trabalho 

realizado com células humanas demonstra que as DCs ativadas aumentam a 

expressão de vários coestimuladores e de moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal (do inglês Major Histocompatibility Complex, MHC) 

na sua superfície. Ainda, essas células infectadas secretam quantidades elevadas de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como: IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-α (Henderson et al. 

1997). As DCs existem em diferentes estágios de maturação e ativação, 

caracterizados fenotipicamente por marcadores de superfície como CD11b, CD11c, 
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CD80, CD86, CD54, CD40, MHC de classe I e II, e por sua função. Enquanto as 

DCs imaturas são mais eficientes para capturar os antígenos, as DCs maturas 

exercem melhor a função de estimular linfócitos T, demonstrado em estudos usando 

precursores de DCs, derivados da medula óssea e estimulados com o M. tuberculosis  

(Latchumanan et al. 2002, 2005). As DCs à medida que migram para os linfonodos 

regionais vão amadurecendo e ao chegarem nos linfonodos, apresentam os antígenos 

processados aos linfócitos T virgens, via MHC (Humphreys et al. 2006). As DCs 

podem contribuir na regulação da resposta imune, induzindo resposta Th1, pela 

liberação IL-12. Essa resposta celular induzida por DCs parece favorecer a evasão 

das micobactérias para outras células, provavelmente por lise dos macrófagos 

infectados, com liberação de bacilos vivos e mortos, que poderão ser engolfados 

pelas DCs. Com a migração das DCs para os órgãos linfóides secundários, pode 

haver disseminação das micobactérias para esses orgãos (Latchumanan et al. 2005).  

O M. tuberculosis desenvolveu vários mecanismos de escape, para conseguir 

sobreviver e replicar dentro das células: para evitar a ação dos macrófagos, 

componentes do bacilo como a lipoproteína de 19-kDa, via TLR2, inibe a sinalização 

de IFN-γ em macrófagos humanos, resultando em diminuição da expressão de MHC 

de classe II e consequentemente inibição da apresentação de antígenos 

micobacterianos aos linfócitos T (Noss et al. 2001, Gehring et al. 2003); A LAM 

inibe a ação dos compostos intermediários de formas reativas do oxigênio e diminui 

a produção de citocinas pró-inflamatórias (Briken et al. 2004); As micobactérias 

podem também induzir a liberação de fatores supressores da resposta imune pelos 

macrófagos como TGF-β e IL-10, porém sua maior habilidade é deter o processo de 

maturação do fagossomo, bloqueando a ação da bomba de próton e impedindo assim 

a acidificação do meio, que é requerida para a fusão do fagossoma com o lisossoma. 

Deste modo o bacilo permanece num meio intracelular não acidificado (Ting et al. 

1999, Geijtenbeek et al. 2003, Stewart et al. 2005).  

As células NK reconhecem anticorpos IgG opsonizando antígenos na 

superfície 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 infecção gerado 

por antígenos 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 início da resposta inata, elas não constituem o principal 

mecanismo protetor contra a tuberculose.  

Acredita-se que os mecanismos pelos quais as células NK destroem as células 

alvo infectadas pelo M. tuberculosis sejam por liberação de grânulos citotóxicos, 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). Já outro trabalho realizado in vitro com células humanas, demonstra que os 

macrófagos infectados com os bacilos são mortos por ação das células NK e esse 

mecanismo parece ocorrer por apoptose e não por ação dos grânulos citotóxicos 

(Brill et al. 2001). Esse fenômeno ocorre porque as células NK possuem em sua 

superfície receptores indutores da apoptose, capazes de se ligarem às células alvo e 

sinalizar para que se inicie a apoptose. Entretanto, o mecanismo de morte celular 

ainda não está bem definido, embora haja evidências sugerindo que a via Fas-FasL 

seja usada nesse processo (Oshimi et al. 1996). 

 

 

1.5.2. Resposta Celular. 

 
Os linfócitos T γδ respondem ao patógeno tanto na resposta imune inata como 

na adquirida e influenciam no desenvolvimento do granuloma. Esses linfócitos 

podem reconhecer antígenos do M. tuberculosis, não dependendo da apresentação 

pela via clássica de moléculas MHC, mas através da proteína CD1 (Ulrichs & 

Porcelli 2000). Em experimento realizado em camundongos infectados por M. avium, 

nocautes em linfócitos T γδ observa-se uma diminuição do recrutamento de 

neutrófilos e da inflamação no pulmão destes animais (Saunders et al. 1998). 

Estudando trabalhadores da saúde e contatos de pacientes tuberculosos, Ordway et al. 

(2005b) sugeriram que aqueles que desenvolvem a doença ativa, mostram um 
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mecanismo compensatório na fase inicial da doença, envolvendo um aumento da 

resposta citolítica liderada pelos linfócitos T γδ, porém essas células não conseguem 

por si só proteger o indivíduo de desenvolver a infecção. 

Os linfócitos T CD8+ reconhecem antígenos protéicos do M. tuberculosis, que 

foram processados no citosol e apresentados via moléculas MHC de classe I. Ao 

tornarem-se ativados, exercem ação citolítica nas células alvo infectadas pelo bacilo, 

por mecanismos semelhantes aos das células NK, com liberação 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 têm mostrado que, inicialmente os linfócitos T CD8+ produzem pequenas 

quantidades de IFN-γ. Com a cronificação da infecção, a produção de IFN-γ 

aumenta, contrastando com os efeitos citotóxicos dessas células, maiores na fase 

inicial da resposta, mas não na fase crônica, embora a habilidade de sintetizar 

perforina esteja intacta. O entendimento dessa perda de função citotóxica ainda 

permanece obscuro (De La Barrera et al. 2003, Lazarevic et al. 2005).   

Embora todos os linfócitos T αβ e γδ estejam envolvidos na defesa contra o 

M. tuberculosis, as células efetoras essenciais são os linfócitos T CD4+αβ. Saunders 

et al. (2002), em estudo de animais infectados com o bacilo, nocautes de CD4, 

comprovaram a importância de células CD4, na amplificação da resposta protetora 

do hospedeiro, pela ativação de células efetoras e recrutamento leucocitário para o 

sítio da infecção.  

Estudos sobre as funções dos linfócitos T CD4+ contra diversas doenças 

humanas mostram que os linfócitos T podem ser classificados fenotipicamente em 

subpopulações, derivadas de células Th precursoras (do inglês T helper). Essas 

células sofrem diferenciação, dependo das citocinas secretadas no meio em: células 

Th0 quando IL-2 presente, células Th1 sob ação 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 Th1 são caracterizadas por sua 

habilidade em produzir citocinas como o IFN-γ que atuam sobre macrófagos e 

monócitos, e IL-2 que age na proliferação de linfócitos T. As células Th2 produzem 
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citocinas como a IL-4, IL-5 e IL-10 que levam a ativação de linfócitos B para 

secreção de imunoglobulinas (Bass et al. 1989, Herring et al. 2004). Uma pesquisa 

com camundongos mostra a importância do IFN-γ na resposta protetora do 

hospedeiro. Esses animais, com deleção do gen para IFN-γ foram incapazes de conter 

e controlar a infecção causada pelo M. tuberculosis. Foi observado um aumento do 

número de bacilos e ampliação da lesão com necrose (Cooper et al. 1993).  

Já Surcel et al. (1994) estudando a proliferação de linfócito T e citocinas no 

sangue periférico de pacientes com tuberculose ativa, observaram que há um 

aumento de IL-4, mas não de IFN-γ em resposta a estimulação, sugerindo então uma 

resposta tipo Th2 nos pacientes. Outro trabalho confirma essa hipótese, reportando 

que a detecção de IL-4, em um grande número de bovinos infectados pelo M. bovis, 

está associada com o avanço da imunopatologia da doença (Rhodes et al. 2000).  

 

 

1.5.3. Resposta Humoral. 

  
A importância dos linfócitos B na tuberculose não está 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 está associado com a progressão e 

severidade da doença, pois acompanhando a evolução da infecção bovina causada 

pelo M. bovis, observaram uma diminuição da secreção de IFN-γ com depressão da 

resposta celular, elevação da expressão de IL-10 e aumento da resposta humoral na 

fase mais severa da doença. Outro trabalho sugere que a presença de agregados de 

linfócitos B nos granulomas, em camundongo e em tecido humano, pode estar 

associada à proteção contra a tuberculose (Tsai et al. 2006).  

Anticorpos séricos, que reconhecem especificamente antígenos provenientes 

do M. tuberculosis, também estão presentes nos indivíduos 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 antígenos das micobactérias, é alterado com a progressão da 
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doença, sugerindo que esses microorganismos secretam proteínas antigênicas 

diferentes nas formas distintas da doença pulmonar: primária, latente, cavitária e não 

cavitária e mesmo na extra-pulmonar (Lyashchenko et al. 1998a, Singh et al. 2005). 

Há também a hipótese de que a secreção desses antígenos pode ser diferenciada entre 

grupos e populações infectadas, como observado em pacientes coinfectados com o 

vírus HIV (Lyashchenko et al. 1998b, Colangeli et al. 1999). Um papel importante 

desempenhado pelos anticorpos é o clearence de antígenos e produtos do M. 

tuberculosis liberados no sítio da infecção. Um estudo sobre a cinética de 

distribuição de LAM administrada em camundongos, demonstra que a LAM se liga a 

IgM especificamente, contribuindo para a excreção hepatobiliar deste produto 

(Glatman-Freedman et al. 2000).  

 

 

1.5.4. Principais Citocinas Envolvidas na Resposta Imune à Tuberculose.  
 
Várias citocinas estão envolvidas na resposta imune contra o bacilo da 

tuberculose. As citocinas pró-inflamatórias normalmente compartilham atividades 

biológicas na estimulação de células de origem hematopoiética e linfóides. Enquanto 

outras agem na regulação da resposta inflamatória. 

A IL-12 produzida pelas APCs, em modelo experimental, estimula as células 

T e NK efetoras, a secretarem IFN-γ, que agem sobre as APCs, recrutando mais 

células mononucleares para formação do granuloma e aumentando a expressão de 

MHC e de moléculas co-estimuladoras na superfície dessas células (Cooper et al. 

1997). Outras citocinas agem sinergicamente com a IL-12, na sinalização de 

linfócitos T para produzirem IFN-γ. Esse fenômeno foi mostrado usando 

camundongos nocautes para IL-12 e IL-18 simultaneamente, onde observou-se que a 

ausência dessas citocinas não impediu a resposta imune mediada por IFN-γ 

(Kawakami et al. 2004). A IL-23 é uma dessas citocinas que age de forma sinérgica a 

IL-12, contudo não contribui substancialmente para resistência do hospedeiro, 

quando a IL-12 está presente (Chackerian et al. 2006). 
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O receptor de IL-12 (IL-12Rβ1) tem ganhado destaque nos últimos anos, com 

a hipótese de que seu polimorfismo gênico pode contribuir para o aumento da 

susceptibilidade a várias doenças, incluindo a tuberculose (Akahoshi et al. 2003, 

Remus et al. 2004). Há indicações que variações genéticas nesse receptor podem 

predispor alguns indivíduos à tuberculose, por diminuição da ligação de IL-12 e de 

IL-23, que também compartilha o receptor IL-12Rβ1, resultando em disfunção 

parcial de IFN-γ (Remus et al. 2004, Lee et al. 2005). 

O TNF-α é essencial para a proteção contra o bacilo na formação e 

manutenção do granuloma. Camundongos nocautes em TNF-α infectados via aerosol 

pelo M. tuberculosis são susceptíveis a infecção, gerando uma formação deficiente 

do granuloma e necrose exarcebada no pulmão, embora desenvolvam resposta 

celular normal contra o bacilo. Acredita-se que há uma correlação entre a produção 

de TNF-α e a liberação de óxido nítrico (Bean et al. 1999, Sharma et al. 2004). Um 

estudo envolvendo genética humana sugere que variações no gene do TNF-α em 

combinação com o gene HLA podem levar um aumento na susceptibilidade à 

tuberculose, levantando a hipótese da importância do TNF-α na proteção contra a TB 

(Selvaraj et al. 2001). 

A IL-10 deve também ser destacada na resposta às micobactérias. Pode ser 

produzida por macrófagos e DCs ativadas. De uma maneira genérica, a IL-10 modula 

negativamente a resposta inflamatória e impede a proliferação de células T. Além de 

regular negativamente a produção de IL-12, IFN-γ, TNF-α e NO (de Waal Malefyt et 

al. 1993). Esta modulação da resposta inflamatória envolve vários aspectos, dentre 

eles a diminuição da expressão de moléculas co-estimulatórias e moléculas MHC em 

células APCs (Koppelman et al. 1997). Camundongos deficientes em IL-10, 

infectados com M. bovis, apresentam resistência maior à tuberculose (Murray & 

Young 1999). Jacobs et al. (2002) confirmam esses resultados, porém os 

camundongos não tiveram aumento de IFN-γ, sugerindo que outro mecanismo foi 

responsável pela resistência à doença. Turner et al. (2002) acompanharam a evolução 

da tuberculose em camundongos alterados geneticamente, para produzirem 

constitutivamente IL-10. Eles observaram que esses animais não tiveram aumento da 
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susceptibilidade à doença durante o estágio inicial da infecção, mas no estágio 

crônico da tuberculose, onde apresentaram reação exarcebada com aumento do 

número de bacilos no pulmão, recrutamento maior de macrófagos e decréscimo de 

TNF-α, IL-12 e IFN-γ. Já outro trabalho usando camundongos com alteração 

genética ligada ao cromossomo X, mostra que apesar do aumento de IL-10 e maior 

susceptibilidade nos estágios iniciais da doença, na fase crônica esses animais 

controlam a infecção como os animais controle (Junqueira-Kipnis et al. 2005). 

O IFN-γ secretado pelos linfócitos T, tem ação na ativação dos macrófagos 

infectados e no recrutamento de outras células mononucleares para o sítio da 

infecção para formação do granuloma. Camundongos depletados no gene para IFN- γ 

falham na ativação de macrófagos e em conter o crescimento do bacilo (Flynn et al. 

1993). O papel do IFN-γ e seus receptores na tuberculose humana têm sido 

estudados, e parece que alterações genéticas na região promotora do receptor-1 

(IFNGR1) podem estar associadas com a susceptibilidade à doença. No entanto esta 

hipótese precisa ser melhor elucidada (Bulat-Kardum et al. 2006). 

A IL-6 é requerida para indução de resposta celular ao bacilo, estimulando 

produção de IFN-γ no início da infecção. Camundongos nocautes em IL-6, quando 

infectados com M. tuberculosis, apresentam diminuição da secreção de IFN-γ, mas 

conseguem controlar o crescimento bacteriano no pulmão, sugerindo ação sinérgica 

de outras citocinas no local (Saunders et al. 2000). 

A IL-2 e IL-15 estão envolvidas na resposta imune contra o bacilo da 

tuberculose. Elas atuam na ativação de células NK para produção de IFN-γ (Becknell 

& Caligiuri 2005, Rausch et al. 2006).  

A IL-4 é produzida por todos os subgrupos de células T e tem a função 

principal de direcionar a resposta imune para Th2. Está aumentada na fase crônica da 

tuberculose (Ordway et al. 2005a).  

 

 

1.6. Diagnóstico da Tuberculose.  
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1.6.1. Testes Diagnósticos em Uso. 

 
Todos os pacientes com os sintomas clínicos clássicos da tuberculose: tosse 

persistente com expectoração ou não por mais de duas semanas, febre vespertina, 

sudorese noturna, dor torácica, dispnéia, emagrecimento e hemoptise devem ser 

investigados quanto à ocorrência de tuberculose. Os exames laboratoriais para 

diagnóstico incluem baciloscopia e cultura do escarro ou lavado broncoalveolar, 

radiografia do tórax e teste tuberculínico (Ministério da Saúde 2002).  

A pesquisa de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) no escarro é muito útil 

no diagnóstico da tuberculose pulmonar. Porém, muitos trabalhos mostram que há 

oscilação na sensibilidade desse teste, de acordo com a apresentação da doença, entre 

30 a 80%, com valor preditivo positivo variando entre 73 a 98%, quando comparados 

com o teste padrão ouro, que é a cultura do bacilo feito com o material biológico 

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 três a oito semanas e a sensibilidade do teste também 

oscila entre 30 a 85% dependendo dentre outras causas, das lesões pulmonares 

apresentadas (Walton et al. 2005). 

A radiografia do tórax é usada na avaliação da evolução da tuberculose 

pulmonar em resposta ao tratamento e na exclusão de outra doença pulmonar. 

Trabalhos anteriores mostram que a radiografia apresenta baixa especificidade, em 

torno de 65%, variando conforme a lesão apresentada. Tanto a especificidade como a 

sensibilidade aumenta nas avaliações radiológicas quando se evidencia lesão 

cavitária (Graham et al. 2002, van Cleeff et al. 2005).  

O teste de mantoux, tuberculínico ou comumente denominado no Brasil de 

PPD é um teste de hipersensibilidade tardia, utilizado para diagnosticar a tuberculose 

infecção e ponderar a instituição de quimioprofilaxia em indivíduos com resultados 

positivos, principalmente se forem pessoas com alto risco de desenvolver a doença, 

como os imunocomprometidos. É um diagnóstico auxiliar em crianças suspeitas de 

estarem com tuberculose, uma vez que elas normalmente não são bacilíferas 
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(apresentam baciloscopia negativa) e em indivíduos com formas extra-pulmonares. O 

PPD é uma ferramenta complementar nos programas de tuberculose, pois avalia 

vacinação com BCG e medidas a serem adotadas no combate dessa doença. Assim, 

resultados falso-positivos são esperados em indivíduos que foram vacinados nos 

últimos 10 anos (Farhat et al. 2006). Embora possam ocorrer também resultados 

falso-negativos em indivíduos imunossuprimidos, como os portadores do HIV e 

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

 

 

1.6.2. Testes Sorológicos Usados em Pesquisa para Diagnóstico. 

 
Devido à gravidade da tuberculose são necessárias novas ferramentas para o 

combate dessa doença, principalmente medidas que visem um rápido diagnóstico e 

tratamento eficaz. Alguns métodos pesquisados podem ser testes promissores para o 

diagnóstico de triagem e monitoramento da tuberculose, principalmente em regiões 

endêmicas, auxiliando o diagnóstico em crianças, pacientes não bacilíferos, pacientes 

com tuberculose extra-pulmonar e aqueles com alto risco de desenvolver a doença. 

Desse modo, muitos antígenos protéicos secretados pelo M. tuberculosis estão sendo 

estudados como marcadores em testes sorológicos. 

O teste de ELISA (ensaio imunoenzimático) indireto baseia-se na utilização 

de antígenos expressos em grande quantidade pelo M. tuberculosis H37Rv, 

purificados por técnicas especiais, onde são testados quanto à presença de anticorpos 

específicos, nos soros de indivíduos com tuberculose ativa e de seus contatos. Esses 

ensaios incluem a dosagem de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA, na tentativa de 

avaliar qual ou quais anticorpos são secretados nas diferentes fases da doença, que 

possam caracterizar a tuberculose. As pesquisas têm sugerido que os antígenos de 

baixo peso molecular apresentam melhor imunodominância (Sable et al. 2005a), tais 

como o CFP-10, CFP-21, MPT-51, ESAT-6, MPT-63, MPT-64, GlcB, GroES, HspX 

e o Antígeno 85 entre outros.  
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Os ensaios de ELISA são um dos testes mais estudados, pelas vantagens 

apresentadas como baixo custo, fácil manuseio e adaptação da metodologia (manual 

e automação). Singh et al. (2003) testaram um ensaio de ELISA, avaliando a resposta 

humoral a dois antígenos: MPT-32 e GlcB de pacientes com tuberculose ativa, 

diagnosticados pela baciloscopia. A sensibilidade do teste foi 68,0% (MPT-32) e 

75,0% (GlcB). Conde et al. (2004) recrutaram pacientes com doença ativa e contatos 

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

apresentou sensibilidade (74,0%) e especificidade (68,0%) maiores no teste, do que 

para IgG, sensibilidade de 69,0% e especificidade 64,0%. No entanto para os dois 

anticorpos houve resultados falso-positivos no grupo dos controles saudáveis. Já Raja 

et al. (2004) usaram o ensaio ELISA para avaliar o reconhecimento do antígeno 85B 

(Ag 30-kDa) por anticorpos séricos da classe IgG, IgA e IgM, de indivíduos com 

tuberculose. A sensibilidade do teste foi 67,4% para IgG, 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 antígenos 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 antígenos 

associados esta porcentagem aumentou para 96,2% (IgM) e 84,6% (IgG), sugerindo 

que a combinação de um ou mais antígenos pode aumentar a acurácia do teste 

(Quadro 1).  

Uma pesquisa envolvendo o uso dos antígenos MPT-51 e GlcB na dosagem 

de IgG sérico de pacientes com HIV co-infectados com tuberculose, demonstra que 

79,0% reconhecem o GlcB 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 os antígenos, 

a sensibilidade aumenta para 83,0% (Singh et al. 2005). O trabalho de Achkar et al. 

(2006) avalia a presença de anticorpos específicos aos antígenos MPT-51 e GlcB em 

pacientes com TB, diagnosticados por cultura positiva. A sensibilidade e 

especificidade para os dois antígenos 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 várias 

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

tuberculose. Os resultados mostram que na tuberculose ativa os anticorpos IgG1 e 

IgG3 específicos a essa serina protease estão aumentados, sugerindo seu uso como 

marcador de doença ativa (Gupta et al. 2005).   

A imunocromatografia é também um teste sorológico rápido que pesquisa 

anticorpos específicos para antígenos do M. tuberculosis, porém apresenta a 

desvantagem do custo elevado. Um teste de imunocromatografia, que está na fase III 

do ensaio clínico para uso comercial, detecta anticorpos IgG contra antígenos 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 antígenos incluindo o antígeno 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 padrão Antígeno Anticorpo Sensibilidade 
%

Especificidade 
% Referência

BAAR MPT-32  IgG 68,0 ND* Sing et al 2003

BAAR GlcB IgG 75,0 95,0 Sing et al 2003

Cultura P-90 IgA      
IgG

74,0          
69,0

68,0          
64,0 Conde et al 2004

Cultura Ag 85B
IgG       
IgA      
IgM  

67,4          
14,8          
14,3

99,0          
96,7          
92,0

Raja et al 2004

Cultura CFP-21 IgG       
IgM      

46,2          
34,6

100,0         
100,0 Wang et al 2005

Cultura ESAT-6 IgG       
IgM      

64,1          
60,3

100,0         
100,0 Wang et al 2005

Cultura MPT-63 IgG       
IgM      

93,6          
52,6

100,0         
100,0 Wang et al 2005

Cultura MPT-64 IgG       
IgM      

57,7          
78,2

100,0         
100,0 Wang et al 2005

Cultura MPT-51  IgG 60,0 ND Sing et al 2005

Cultura GlcB  IgG 70,0 ND Sing et al 2005

Cultura MPT-51  IgG 58,0 98,0 Achkar et al 2006

Cultura GlcB  IgG 58,0 98,0 Achkar et al 2006

Cultura 5 ags  IgG 65,0 67,0 Gounder et al 2002

BAAR 4 ags+38kDa  IgG 33,3 100,0 Ongut et al 2006 

ELISA

                
IMUNOCRO 

MATOGRAFIA  

* ND = não declarado  
 

Já o QuantiFERON-TB é um teste comercial, que avalia a produção de IFN-γ, 

liberado pelos linfócitos T, após estímulo com o PPD. Muito usado em países de 

baixa endemia, no entanto, em países endêmicos, onde há maior exposição aos 

bacilos, a porcentagem de falso-positivos pode ser elevada. O QuantiFERON-TB 

Gold ou QuantiFERON-RD1 substitui o QuantiFERON- TB, usando os antígenos 

ESAT-6 e CFP-10, codificados na região RD-1 do genoma do M. tuberculosis, e não 

o PPD, na tentativa de eliminar os resultados falso-positivos em pacientes vacinados 

com BCG. Tem sido considerado um teste promissor, em países não endêmicos. A 

proposta é 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 o QuantiFERON-TB com o ELISA, mostrando 

resultados de melhor especificidade, em relação ao teste tuberculínico, 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 inglês Enzyme-Linked ImmunoSPOT) permite 

quantificar o número de células, que secretam uma determinada citocina ou anticorpo 

a partir de uma suspensão celular, estimulada com antígenos, e marcadas 

especificamente (SPOTs). A avaliação da cinética de células produtoras de 

anticorpos (plasmócitos) específicos ao bacilo durante o tratamento da tuberculose, 

demonstrou que houve um rápido decréscimo dessas células (SPOTs), logo no início 

da terapia sugerindo seu uso para monitorar a terapêutica, embora seja um teste de 

custo elevado (Sousa et al. 2000).  

Goletti et al. (2006) utilizam o ELISPOT para avaliar o IFN-γ secretado em 

resposta ao ESAT-6 e CFP-10 em amostras de pacientes com tuberculose ativa. Os 

resultados foram comparados com outros testes comerciais: o 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. 

Teste  Teste padrão Antígeno Sensibilidade  
%

Especifidade  
%

Referência

ELISPOT QFN-GOLD*    
T SPOT-TB

CFP-10/        
ESAT-6

70,0 91,0 Goletti et al 2006

                     
QUANTIFERON      

Cultura         
BAAR

CFP-10/       
ESAT-6

85,0 97,0 Ravn et al 2005

RD1 PPD CFP-10/       
ESAT-6

95,0 ND** Dogra et al 2006

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

 

1.7. Tratamento. 

 

O tratamento da tuberculose é padronizado por cada país, seguindo as normas 

de recomendação da OMS. No Brasil, o Ministério da Saúde normatizou a 

distribuição das medicações pelo sistema de saúde, através de seus postos municipais 
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de atendimento. O tratamento inicial é o esquema l, sendo adotados três medicações: 

rifampicina (R), isoniazida (H) e pirazinamida (Z). Esse esquema deve ser mantido 

por 6 meses, de forma regular, todos os dias. Em casos especiais, o esquema terápico 

proposto pode ser mais longo. Nos primeiros dois meses, são utilizadas as três 

medicações juntas. Já nos últimos quatro meses, passa-se a usar apenas a rifampicina 

associada à isoniazida. O motivo da utilização de mais de uma medicação contra o 

mesmo germe é que a taxa de resistência do microorganismo a este esquema tríplice 

é baixa, assim os medicamentos agem em lugares diferentes, de maneira sinérgica. 

No caso de gestação, o tratamento não deve ser alterado (Ministério da Saúde 2002).  

Além do esquema de tratamento RHZ, existem outros esquemas (Quadro 3), 

utilizados nos casos de falência do esquema I, que pode ocorrer por multi-resistência 

às drogas desse esquema, resultando em aumento do tempo de tratamento e 

combinação de outras drogas. Infelizmente o número de casos de pacientes com 

bacilos multi-resistentes tem aumentado, fazendo-se necessário o desenvolvimento 

de novas drogas (Lalloo et al. 2006). 

A profilaxia ainda é feita pela vacina de BCG, constituída por uma cepa 

avirulenta do M. bovis, variando os esquemas de vacinação de acordo com a taxa de 

incidência da tuberculose. É uma vacina segura, administrada em recém-nascidos, 

estimulando uma memória imunológica protetora de longa duração. Contudo, muitos 

estudos mostram que os níveis de proteção desta vacina, em populações diferentes, 

variam de 0 a 80% (Andersen & Doherty 2005). No Brasil, um estudo realizado 

sobre a situação da BCG conclui que aqui também há uma variabilidade na proteção, 

principalmente após dez anos de imunização (Barreto et al. 2005). A vacina BCG foi 

originalmente desenvolvida com administração via oral e posteriormente foi usada a 

via intradérmica. Em nosso país foi usada a administração oral da BCG até os anos 

70. 

Atualmente, no Brasil, o Ministério da Saúde oferece a BCG na rotina aos 

recém-nascidos com peso maior ou igual a 2000g, crianças portadoras do HIV e PPD 

negativas, profissionais de saúde com PPD entre zero e nove milímetros e contatos 

domiciliares com hanseníase. A segunda dose, administrada desde 1994, em crianças 
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em idade escolar (6 a 10 anos), foi suspensa a partir de junho de 2006. Essa 

determinação se deve aos achados sobre a baixa eficácia da segunda dose, 

observados no mundo todo, e confirmados aqui no Brasil, de que o reforço não 

oferece proteção adicional (Ministério da Saúde 2006, Dantas et al. 2006).  

 

Quadro 3. Esquemas de tratamento padronizados pelo Ministério da Saúde, com base 
na forma clínica e história de tratamento anterior. 

 
ESQUEMAS 

 
ESQUEMA I 
ESQUEMA 
BÁSICO 

 
ESQUEMA II * 
ESQUEMA 
MENINGO 
ENCEFÁLICO  

 
ESQUEMA IR 
ESQUEMA DE 
REFORÇO 

 
ESQUEMA III  
ESQUEMA DE 
FALÊNCIA DOS 
ESQ. I E IR 

 
DROGAS 

 

 
ISONIAZIDA 
RIFAMPICINA 
PIRAZINAMIDA 

 
ISONIAZIDA 
RIFAMPICINA 
PIRAZINAMIDA 

 
ISONIAZIDA 
RIFAMPICINA 
PIRAZINAMIDA 
ETAMBUTOL 

 
PIRAZINAMIDA 
ETAMBUTOL 
ESTREPTOMICINA 
ETIONAMIDA 

 
TEMPO DE 
TERAPIA 

6 MESES 9 MESES 6 MESES 
 

12 MESES 
 

Fonte: Adaptado do Ministério da Saúde. Manual Técnico para o Controle da Tuberculose: caderno 
de Atenção Básica. M.S. Secretaria de políticas de Saúde, Departamento de Atenção Básica. 6ª 
edição. Normas e Manuais Técnicos; 148: 1-70. 
 
ISONIAZIDA (H)- inibe a síntese do ácido micólico. 
RIFAMPICINA (R)- bloqueia a ação da RNA polimerase. 
PIRAZINAMIDA (Z)- inibe a síntese de ácidos graxos. 
ETAMBUTOL (E)- inibe a síntese de arabinogalactana e lipoarabinomanana. 
ESTREPTOMICINA (S)- inibe a tradução do RNA mensageiro. 
ETIONAMIDA (ET)- inibe a síntese do ácido micólico. 
*Esse esquema é associado com corticosteróides nos primeiros meses de tratamento.  
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2. JUSTIFICATIVA.  
 

 

No Brasil apesar dos esforços do Programa de Controle Nacional da 

Tuberculose, onde há cobertura vacinal em crianças menores de um ano em torno de 

90%, a incidência da TB continua alta devido às falhas na execução e 

acompanhamento do tratamento dos doentes. O diagnóstico ocorre muitas vezes 

tardiamente, quando o doente já se encontra numa fase avançada, crônica da 

tuberculose, dificultando sua cura e contribuindo para a disseminação da doença. Em 

2004 foi registrada em Goiás, uma taxa de 10,5% de óbitos e o percentual de cura de 

72%, se encontra muito aquém das metas estabelecidas pelo Ministério da Saúde. 

É preciso desenvolver novos testes diagnósticos, com marcadores específicos 

e de boa sensibilidade que poderão auxiliar os diagnósticos já existentes. Acredita-se 

que um teste capaz de discriminar a tuberculose, ainda nos estágios iniciais da 

doença, será de grande valia. O ensaio ELISA, devido ao seu custo baixo e ser de 

fácil execução, têm sido utilizados para caracterizar antígenos do M. tuberculosis, 

imunodominantes, para uso como marcadores da tuberculose. Nesse trabalho foi 

avaliado o reconhecimento dos antígenos recombinantes protéicos MPT-51 e GlcB 

do M. tuberculosis, por anticorpos específicos, da classe IgG e IgM, no soro de 

pacientes com tuberculose ativa, com a finalidade de serem usados no 

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

 

3.1. Objetivo Geral. 

 

Avaliar o reconhecimento dos antígenos recombinantes MPT-51 (rMPT-51) e 

GlcB (rGlcB) do M. tuberculosis por anticorpos séricos de indivíduos com 

tuberculose ativa. 

 

 

3.2. Objetivos Específicos. 

 

Avaliar a imunogenicidade dos antígenos rMPT-51 e rGlcB, em indivíduos 

com TB ativa, pela detecção de anticorpos séricos específicos da classe IgM e IgG.  

 

Determinar se anticorpos séricos IgG e IgM específicos ao rMPT-51 e ao 

rGlcB, de pacientes com tuberculose ativa, discriminam a doença quando 

comparados com os grupos: controle saudável e pacientes hansenianos, usando o 

ensaio de ELISA. 

 

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

marcadores da tuberculose em sorodiagnóstico, pelo ensaio ELISA. 

 

 Verificar os níveis séricos de anticorpos IgM e IgG específicos ao rMPT-51 e 

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

 

4.1. População em Estudo. 

 
O estudo foi delineado para avaliação da imunogenicidade dos antígenos 

recombinantes MPT-51 e GlcB em pacientes com tuberculose pulmonar ativa, assim 

utilizou-se dois grupos de comparação, pareados por sexo e idade: controle saudável 

e pacientes hansenianos da forma Virchoviana. Os voluntários foram selecionados 

independentes do sexo, maiores de 18 e moradores do Estado de Goiás.  

 O tamanho da amostra foi determinado com base no teste padrão-ouro 

(cultura do bacilo), que apresenta sensibilidade oscilando entre 30 e 85%, 

dependendo das lesões pulmonares (Greenbaum et al. 1980, Levy et al. 1989) e 

ec
0seledendo comoometea sr
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do tórax sugestivo da doença. Os indivíduos com outras doenças crônicas e/ou 

imunossupressoras como a infecção pelo HIV, ou em uso de medicamentos 

supressores (corticóides), mulheres gestantes ou ainda aqueles que não tiveram 

diagnóstico confirmado foram excluídos. 

 

 

4.1.2. Controles Saudáveis. 

 
Esse grupo controle foi composto por voluntários saudáveis selecionados 

aleatoriamente na comunidade, moradores do estado de Goiás e que atenderam os 

critérios: teste tuberculínico (PPD) não reator, HIV soronegativo e sem 

manifestações de doenças crônicas ou parasitárias. Foram ainda excluídos aqueles 

em uso de medicamentos imunossupressores e mulheres gestantes. Esses voluntários 

foram selecionados de acordo com o sexo e a idade para pareamento (±6 anos) com 

os pacientes com tuberculose ativa.  

 

 

4.1.3. Pacientes com Hanseníase. 

 
Foram recrutados pacientes com hanseníase, admitidos para tratamento nas 

Unidades de Saúde Pública de Goiás: o Hospital de Doenças Tropicais Dr. Anuar 

Auad e o Centro de Referência em Diagnóstico e Terapêutica. Os pacientes com 

hanseníase, em tratamento, portadores da forma Virchoviana foram incluídos no 

estudo, obedecendo aos critérios: diagnóstico clínico e/ou laboratorial para 

hanseníase (baciloscopia), sem evidências clínicas de outras doenças 

imunossupressoras, como HIV. Também foram pareados por sexo e idade com os 

pacientes tuberculosos. 
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Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Goiás, protocolo número: 002/05 datado de 26/01/2005 

(Anexo 3). Antes da inclusão de cada voluntário nesse estudo, um total de 147, os 

objetivos do trabalho, os procedimentos para coleta de sangue, bem como outras 

informações foram fornecidas a todos os participantes, de forma escrita e verbal, para 

obter o consentimento mediante assinatura (Anexo 1). 

4.2. Coleta de Dados Clínicos e Epidemiológicos. 

 
Os dados dos participantes voluntários foram obtidos através de entrevista e 

dos prontuários dos pacientes. Foram coletados dados dos controles saudáveis 

referentes a sexo, idade, contatos com pacientes portadores de tuberculose, doença 

prévia, crônica ou outra no momento da coleta de sangue, realização do PPD e 

vacinação prévia com BCG. Para os pacientes com TB coletaram-se dados referentes 

a sexo, idade, forma da doença, tipo de lesão, esquema de tratamento e duração da 

terapia, evolução da doença, vacinação prévia com BCG e diagnóstico laboratorial. 

Para os pacientes hansenianos, coletaram-se dados referentes ao sexo, idade, forma e 

evolução da doença, diagnóstico, tratamento e vacinação com BCG (Anexo 2). 

 

 

4.3. Coleta das Amostras. 

 
Aproximadamente seis mililitros (mL) de sangue total, sem anticoagulante 

foram coletados de cada voluntário selecionado. A amostra foi identificada, 

processada e o soro separado por centrifugação 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 após o tratamento de seis 

meses. 
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4.4. Antígenos Recombinantes.  

 
Os antígenos recombinantes protéicos: MPT-51 e GlcB do M. tuberculosis, 

foram produzidos em E. coli, pelo laboratório de pesquisa na Universidade Estadual 

do Colorado (CSU) e fornecidos ao Laboratório de Imunopatologia e Doenças 

Infecciosas, mediante convênio firmado com a Universidade Federal de Goiás, 

contrato número NO1-AI-75320.  

 

 

4.5. Anticorpos (conjugados). 

 
Anti IgG: anticorpo monoclonal de coelho, anti-IgG humana conjugado com 

peroxidase (IgG-HRP, BIO-RAD) diluído 1/15000 para uso no teste de ELISA 

indireto.  

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

peroxidase (IgM-HRP, ZYMED) diluído 1/5000 para uso no teste de ELISA indireto.  

 

 

4.6. Ensaio Imuno Enzimático (ELISA). 

 

4.6.1. ELISA Indireto para Detecção de IgG Sérica. 

 
Inicialmente foram depositados em cada poço das placas de poliestireno 

(Placas de 96 poços NUNC-immunoplate), para adsorção, 50 microlitros (µL) do 

antígeno MPT-51 ou GlcB, na concentração de 2,5 µg/mL em tampão 0,015 M 

carbonato-bicarbonato, pH 9,6 e incubadas por 18 horas a 4°C. Após a incubação, foi 

removido o conteúdo dos poços e acrescentados 100 µL de tampão carbonato-

bicarbonato pH 9,6, leite desnatado 1% e as placas foram mantidas a 37°C por 2 

horas em câmara úmida para bloqueio. As placas foram lavadas uma vez com 

tampão fosfato salina (PBS) pH 7,3. Em seguida foram adicionados 50 µL de cada 
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soro diluído 1/100 em tampão PBS pH 7,3, leite desnatado 0,05% nos orifícios e as 

placas incubadas a 37°C por 1 hora em câmara úmida. Após esse período, as placas 

foram lavadas cinco vezes com tampão PBS pH 7,3, contendo 0,05% de Tween 20 e 

acrescentados em cada orifício 50 µL de anticorpo de coelho, anti-IgG humana 

conjugado com peroxidase diluído 1/15000 em tampão PBS pH 7,3, leite desnatado 

0,05% e mantidas a 37°C por 1 hora em câmara úmida. Todo conteúdo dos poços foi 

removido e a placa novamente lavada cinco vezes com tampão PBS pH 7,3, 

contendo 0,05% de Tween 20. Em seguida, foram depositados em cada poço da 

placa 50 µL do substrato preparado com orto-fenilenodiamina na concentração de 

5µg/mL e peróxido de hidrogênio 30 volumes diluídos em tampão citrato-fosfato pH 

5,1. As placas foram então incubadas por 15 minutos à temperatura ambiente, longe 

da luz e a reação enzimática foi bloqueada com ácido sulfúrico 4N (50 µL/orifício). 

A leitura das reações foi realizada a 492 nm em leitor de ELISA (Thermo 

Labsystem-Multiskan). 

 

 

4.6.2. ELISA Indireto para Detecção de IgM Sérica. 

 
Foram depositados em cada poço das placas de poliestireno (Placas de 96 

poços NUNC-immunoplate), para adsorção, 50 µL do antígeno MPT-51 ou GlcB, na 

concentração de 2,5 µg/mL em tampão 0,015 M carbonato-bicarbonato, pH 9,6 e 

incubadas por 18 horas a 4°C. Após a incubação, foi removido o conteúdo dos poços 

e acrescentados 100 µL de tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6, leite desnatado 1% 

e as placas foram mantidas a 37°C por 2 horas em câmara úmida para bloqueio. As 

placas foram lavadas uma vez com tampão fosfato salina (PBS) pH 7,3. Em seguida 

foram adicionados 50 µL de cada soro diluído 1/10 em tampão PBS pH 7,3, leite 

desnatado 0,05% nos orifícios e as placas incubadas a 37°C por 1 hora em câmara 

úmida. Após esse período, as placas foram lavadas cinco vezes com tampão PBS pH 

7,3, contendo 0,05% de Tween 20 e acrescentados em cada orifício 50 µL de 

anticorpo de cabra, anti-IgM humana conjugado com peroxidase diluído 1/5000 em 
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tampão PBS pH 7,3, leite desnatado 0,05% e mantidas a 37°C por 1 hora em câmara 

úmida. Todo conteúdo dos poços foi removido e a placa novamente lavada cinco 

vezes com tampão PBS pH 7,3, contendo 0,05% de Tween 20. Em seguida, foram 

depositados em cada poço da placa 50 µL do substrato preparado com orto-

fenilenodiamina na concentração de 5µg/mL e peróxido de hidrogênio 30 volumes 

diluídos em tampão citrato-fosfato pH 5,1. As placas foram então incubadas por 15 

minutos à temperatura ambiente, longe da luz e a reação enzimática foi bloqueada 

com ácido sulfúrico 4N (50 µL/orifício). A leitura das reações foi realizada a 492 nm 

em leitor de ELISA (Thermo Labsystem-Multiskan). 

 

 

4.7. Validação do Ensaio ELISA na Detecção de Anticorpos Específicos aos 

Antígenos Recombinantes MPT-51 e GlcB. 

 
 Os ensaios de ELISA nesse trabalho foram validados pelo cálculo dos valores 

preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN), sensibilidade e especificidade. O valor 

preditivo positivo associa-se basicamente à especificidade: quanto mais específico 

for o teste, melhor o VPP. Já o valor preditivo negativo associa-se à sensibilidade: 

assim, testes de maior sensibilidade, apresentam melhor VPN. Os valores preditivos 

dependem da prevalência da tuberculose na população estudada (incluindo os falso-

positivos com outras doenças micobacterianas atípicas e os indivíduos vacinados 

com BCG) (Arantes 1992, Medronho et al. 2002).  

 Inicialmente foi determinado o ponto de corte (do inglês cut off, CO) de cada 

reação de ELISA, com base na média das densidades ópticas (DO) das amostras de 

soro dos controles saudáveis e hansenianos. O critério para calcular o ponto de corte 

foi a determinação da média das DOs dos grupos controles saudáveis e hansenianos 

(n=98), somada a 2 desvios padrões (2DPs), que garante o nível de confiança dos 

resultados. Para validação 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 reação 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 auxílio de 

tabela 2X2 (Arantes 1992) (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Dados para validação dos ensaios de ELISA. 
 Doença 

 Presente Ausente Total 
Positivo A B A+B Teste 
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. 
 

Fórmulas para determinação 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. Análise Estatística. 

 

A comparação entre as variâncias das densidades ópticas (DO) e os 

respectivos desvios padrões obtidos nos diferentes grupos foi realizada por ANOVA, 

testes não paramétricos: de Mann Whitney e Kruskal Wallis. Foi considerado p<0,05 

como resultado significativamente diferente. O test t foi usado para avaliar diferenças 

entre as médias. Os dados foram analisados pelo: “Programa Prism versão 4.02 

(2002) e Excel (2003)” para elaboração dos gráficos, tabelas e análise estatística das 

médias e desvios padrões. O cálculo do tamanho amostral e dos intervalos de 

confiança (IC 95%) foi realizado pelo programa EpiInfo versão 6.04. 
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5. RESULTADOS. 
 

 

5.1. Dados Clínicos e Epidemiológicos da População em Estudo. 

 
Para avaliar a existência ou não de anticorpos IgM e IgG circulantes 

específicos aos antígenos recombinantes MPT-51 e GlcB do M. tuberculosis, foram 

recrutados e selecionados: pacientes com tuberculose ativa, voluntários saudáveis e 

por se tratar de uma região endêmica a várias doenças tropicais, pacientes 

hansenianos também foram incluídos, para avaliação de possível resposta cruzada 

aos antígenos do M. tuberculosis.  

A Tabela 2 mostra o perfil clínico e epidemiológico dos indivíduos incluídos 

nesse estudo. Um total de 49 amostras de soro de pacientes com TB ativa foi 

coletado: Três amostras eram de pacientes com TB pleural e 46 de pacientes 

diagnosticados com TB pulmonar. Trinta e três pacientes com TB pulmonar eram 

recém diagnosticados, sendo a coleta de sangue realizada no momento seguinte após 

o diagnóstico. Os outros treze pacientes já tinham iniciado o tratamento, sendo sete 

classificados como TB recidiva. Esses pacientes foram pareados por sexo e idade 

com os grupos controle: indivíduos saudáveis e pacientes hansenianos (forma 

Virchoviana), para avaliação sérica da resposta imune humoral aos antígenos rMPT-

51 e rGlcB.  

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 questionário, muitos dos 

voluntários no nosso estudo não souberam informar se foram vacinados ou não com 

BCG e não apresentavam cicatriz vacinal que confirmasse imunização por via 

intradérmica. Devido à possibilidade deles terem sido vacinados na década de 60 e 

70, quando a via de administração oral era utilizada no Brasil os mesmos foram 

classificados como sem informação (SI) (Tabela 2).  
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O teste tuberculínico (PPD RT23, usado no Brasil), avaliado pela técnica de 

Mantoux, foi realizado em todos os indivíduos do grupo de controles saudáveis, 

enquanto no grupo de pacientes hansenianos não 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, não reatores (0 a 4 mm) e dezessete não realizaram esse teste. Os 

resultados foram classificados de acordo com as recomendações da OMS como 

mostra o Quadro 4.  

 

Quadro 4. Interpretação dos resultados do teste tuberculínico. 
Tamanho 

da 
enduração 

Classificação Interpretação 

0 a 4 mm Não Reator Não infectados com o bacilo. 

5 a 9 mm Reator Fraco 
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primeiros meses do esquema I, e sete com recidiva estavam no segundo tratamento). 

Três pacientes com TB pleural também estavam no início do tratamento (Tabela 2) 

 
 

 

 

 

 

Tabela 2. Dados clínicos e epidemiológicos da população em estudo. 
Grupos  C. saudávela 

(n=49) 

TB ativab 

(n=49) 

Hanseníasec 

(n=49) 

Sexo (homens/mulheres) 39/10 39/10 39/10 

Idade (média de idade); variação 
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5.2. Reconhecimento do Antígeno 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 

manifestações clínicas da doença em torno de um mês, sendo, portanto recém 

diagnosticados, os anticorpos séricos da classe IgM desses pacientes foram avaliados 

se reconheceriam o antígeno rMPT-51. Essa avaliação 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 saudáveis, PPD não 

reatores e dos pacientes hansenianos da forma Virchoviana. A concentração do 

antígeno rMPT-51 foi de 2,5 µg/mL, o soro diluído a 1/10 e as reações realizadas em 

triplicata. Trinta e três amostras de pacientes com TB ativa, confirmadas pela cultura 

do bacilo (teste padrão ouro), deram positivas nesse ensaio. Como os valores 

preditivos do ensaio variam de acordo com a prevalência 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 relação aos outros grupos, uma amostra de controle saudável 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 detecção de 
IgM anti-MPT-51. 

Antígeno

Ponto    

de       

corte

Pacientes     
TB          

Nº ≥ ponto    
de corte

Controles*  

Nº ≥ ponto   

de corte

            

Sensibilidade    

% (IC 95%)   

       

Especificidade    

% (IC 95%)   

                

VPP            

% (IC 95%)   

               

VPN           

% (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 saudáveis e pacientes hansenianos (forma Virchoviana)  
 

As análises estatísticas foram realizadas nos programas: Prism e Excel (teste 

Kruskal-Wallis e Mann Whitney). Após análise dos dados, observa-se que nesse 

ensaio, para dosagem dos anticorpos IgM anti-MPT-51 houve discriminação dos 
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pacientes com TB ativa 0,810±0,319 dos controles saudáveis 0,448±0,162 (p<0,001) 

e hansenianos 0,454±0,195 (p=0,001) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Determinação dos níveis 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 saudáveis e 
hansenianos (n=49). Os pontos no gráfico mostram as médias das concentrações de 
cada amostra (diluída 1/10), mensurada em triplicata pelo ELISA: 2,5 µg/mL de 
antígeno rMPT-51 e anticorpo de cabra anti-IgM humana conjugado à peroxidase 
diluído a 1/5000. A barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras 
ópticas dos níveis de IgM. O ponto de corte foi 0,772. *Diferença estatística 
(p<0,001) entre controles saudáveis e pacientes com tuberculose ativa. **Diferença 
estatística (p=0,001) entre pacientes tuberculosos e hansenianos.  
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5.3. Reconhecimento do Antígeno Recombinante GlcB por Anticorpos IgM 

Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA. 

 
Como o M. tuberculosis secreta diferentes antígenos com a evolução da 

tuberculose, foi avaliado também o reconhecimento do antígeno rGlcB por 

anticorpos séricos IgM dos pacientes com tuberculose ativa (n=49) que poderia 

caracterizar esse antígeno como marcador da tuberculose, através do ELISA indireto. 

O antígeno rGlcB foi usado na concentração de 2,5 µg/mL e as amostras de soro dos 

pacientes com TB foram diluídos 1/10 e pareadas de acordo com o sexo e idade com 

os controles saudáveis, PPD não reatores e pacientes com hanseníase Virchoviana. 

As reações foram realizadas em triplicata. 

Após o cálculo do ponto de corte da reação (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 saudáveis 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 diferença estatística nas DOs entre os 

doentes com TB e os grupos: controle saudável (p<0,04) e hanseniano (p=0,01) (teste 

Kruskal-Wallis e Mann Whitney). As médias com os respectivos desvios padrões das 

leituras ópticas 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. Determinação dos níveis séricos de IgM 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 saudáveis e hansenianos 
(n=49). Os pontos no gráfico mostram as médias das concentrações de cada amostra 
(diluída 1/10), mensurada em triplicata pelo ELISA: 2,5 µg/mL de antígeno rGlcB e 
anticorpo de cabra anti-IgM humana conjugado à peroxidase diluído a 1/5000. A 
barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras ópticas dos níveis de 
IgM específico. O ponto de corte foi 0,730. *Diferença estatística (p<0,04) entre 
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controles saudáveis e pacientes com tuberculose ativa. **Diferença estatística 
(p=0,01) entre pacientes tuberculosos e hansenianos.  
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5.4. Reconhecimento do Antígeno Recombinante MPT-51 por Anticorpos IgG 

Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA. 

 

Sendo a tuberculose uma doença de evolução lenta, que apresenta vários 

estágios (infecção primária, infecção latente, TB ativa), foi avaliado também se os 

anticorpos da classe IgG de pacientes com tuberculose ativa, seriam capazes de 

reconhecer o antígeno rMPT-51. A concentração de IgG nos soros dos pacientes com 

TB (n=49) foi avaliada por ELISA e comparada com os grupos: controle saudável e 

hanseniano com a forma Virchoviana. O antígeno foi padronizado na concentração 

de 2,5 µg/mL e os soros foram diluídos 1/100, sendo a reação 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 saudáveis apresentaram 

resultados falso-positivos. O cálculo 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 diferença significativa nas DOs entre os 

pacientes com tuberculose ativa e os pacientes com hanseníase (p=0,01). Os dados 

foram tabulados e foi realizada a análise estatística (teste Kruskal-Wallis e Mann 

Whitney). As médias das densidades ópticas e desvios padrões obtidos dos controles 

saudáveis, 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. Determinação dos níveis séricos de IgG 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 saudáveis e hansenianos 
(n=49). Os pontos no gráfico mostram as médias das concentrações de cada amostra 
(diluída 1/100), medidas em triplicata pelo ELISA: 2,5 µg/mL de antígeno rMPT-51 
e anticorpo de cabra anti-IgG humana conjugado à peroxidase diluído a 1/15000. A 
barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras ópticas dos níveis de 
IgG específico. O ponto de corte foi 1,140. *Diferença estatística (p=0,01) entre 
pacientes tuberculosos e hansenianos.  
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5.5. Reconhecimento do Antígeno Recombinante GlcB por Anticorpos IgG 

Séricos dos Pacientes com Tuberculose Ativa pelo Ensaio ELISA. 

 

Foi questionado também se os anticorpos da classe IgG de pacientes com TB 

ativa (n=49) seriam capazes de reconhecer o antígeno rGlcB e discriminar os doentes 

dos controles. Com esse intuito foi realizado o ELISA indireto para determinar a 

concentração sérica de IgG específico ao rGlcB. O antígeno foi usado na 

concentração de 2,5 µg/mL e os soros foram diluídos a 1/100. As reações foram 

processadas em triplicata como descrito.  

Os resultados das DOs dos anticorpos IgG anti-GlcB mostraram que nove 

amostras dos doentes com tuberculose foram positivos e somente uma amostra dos 

controles (incluindo os saudáveis e pacientes hansenianos) deu resultado falso-

positivo. O ponto de corte da reação foi 1,538. De igual modo, foi realizada a 

validação desse ensaio, calculando a sensibilidade (18,4%), a especificidade (99%), 

os valor preditivo positivo (VPP= 90%) e valor preditivo negativo (VPN=70,8%).  

A análise estatística mostra que houve diferença significativa entre 

tuberculosos e controles saudáveis (p=0,001) e hansenianos (p<0,001), analisados 

pelo teste Kruskal-Wallis e Mann Whitney (Figura 5). As médias das DOs e desvios 

padrões de cada grupo foi avaliada: controles saudáveis 0,922±0,305, doentes com 

TB ativa 1,219±0,462 e hansenianos 0,795±0,392. 
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Figura 5. Determinação dos níveis séricos de IgG 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 saudáveis e hansenianos. 
(n=49). Os pontos no gráfico mostram as médias das concentrações de cada amostra 
(diluída 1/100), medidas em triplicata pelo ELISA: 2,5 µg/mL de antígeno rGlcB e 
anticorpo de cabra anti-IgG humana conjugado à peroxidase diluído a 1/15000. A 
barra horizontal em cada grupo representa a média das leituras ópticas dos níveis de 
IgG específico. O ponto de corte foi 1,538. *Diferença estatística (p=0,001) entre 
pacientes tuberculosos e controles saudáveis. **Diferença estatística (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 Após o Tratamento. 

 

Trabalhos mostram que pacientes com tuberculose ao iniciarem o tratamento, 

começam a reduzir o número de micobactérias, com negatividade da baciloscopia em 

entre o 8º a 60º dia de terapia e na cultura 15º a 90º dia (Sousa et al. 2000, Arias-

Bouda et al. 2003). Sendo assim, foi questionado se há redução também da resposta 

humoral nesses pacientes durante o tratamento. Para verificar se os níveis dos 

anticorpos da classe IgM específicos para o antígeno recombinante MPT-51 são 

alterados com o tratamento, onze pacientes foram monitorados durante a terapia. As 

coletas foram realizadas antes e após seis meses de quimioterapia com esquema I. 

Após o ELISA, as DOs de cada amostra de soro foram comparadas e analisadas 

estatisticamente pelo teste t de student. Em uma análise global, as médias das DOs de 

IgM antes (1,010±0,233) e após (1,030±0,269) o tratamento foram similares e sem 

diferença estatística nos valores de IgM sérica que reconhecem rMPT-51 (Figura 

6A). No entanto, uma análise individual, mostra níveis diferenciados entre os 

pacientes, mostrando que três reduziram os níveis de IgM, três mantiveram e cinco 

aumentaram (Figuras 6B, C e D). 
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Figura 6. Detecção dos níveis séricos de IgM anti-MPT-51 dos pacientes com 
tuberculose pulmonar antes e após o tratamento. A. Foram coletados soros dos 
pacientes recém diagnosticados e após seis meses de terapia (n=11). As reações 
foram realizadas em duplicata pelo ELISA, nas condições de 2,5 µg/mL de antígeno, 
diluição do soro 1/10 e anticorpo de cabra anti-IgM humana conjugado a peroxidase. 
B-D. Mostram os níveis dos pacientes com TB que diminuíram (B), mantiveram (C) 
e aumentaram (D) as concentrações de IgM que reconhecem rMPT-51. 
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5.7. Cinética dos Anticorpos IgG Séricos anti-MPT-51 de Pacientes com 

Tuberculose Pulmonar Antes e Após o Tratamento. 

 

De acordo com a literatura, hipotetizou-se que o tratamento, inicialmente, 

aumentaria o suprimento de antígenos bacilares, devido maior exposição do bacilo, 

aumentando a resposta imune humoral (Arias-Bouda et al. 2003) e consequentemente 

o nível sérico de IgG específico para antígenos micobacterianos. Assim, a 

concentração de IgG específica para rMPT-51 nos pacientes com tuberculose ativa 

antes de iniciarem a terapia e após seis meses de tratamento (n=11) foi determinada. 

As reações foram realizadas em duplicata pelo ensaio ELISA nas mesmas condições 

já descritas. Os perfis de IgG nos pacientes antes e após o tratamento foram 

similares, quando analisado todos os dados pelo teste t de student, com médias e 

desvios padrões das DOs 0,385±0,205 e 0,320±0,167 (Figura 7A). Quando 

analisado os níveis séricos de IgG anti-MPT-51 individualmente nos pacientes, 

observa-se que em seis pacientes houve diminuição de IgG, três mantiveram os 

níveis desse anticorpo e dois aumentaram (Figuras 7B, C e D). 

Os níveis de anticorpos IgM e IgG que reconhecem o antígeno rMPT-51 de 

cada paciente avaliado mostra que sete pacientes apresentaram resultados similares, 

ou seja, os que tiveram redução, mantiveram ou aumentaram IgM séricas após a 

terapia, também mostraram os mesmos resultados em relação à IgG. Contudo quatro 

dos pacientes mostraram perfis diferentes em relação a essas duas classes de 

anticorpos (Figuras 6 e 7).  
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Figura 7. Detecção dos níveis séricos de IgG anti-MPT-51 dos pacientes com 
tuberculose pulmonar antes e após o tratamento. A. Foram coletados soros dos 
pacientes antes e após a terapia do esquema I (n=11). As reações foram realizadas em 
duplicata pelo ELISA nas condições de 2,5 µg/mL de antígeno rMPT-51, diluição da 
amostra 1/100 e uso de anticorpo de coelho anti-IgG humana conjugado com 
peroxidase. B. Perfil individual dos pacientes onde houve diminuição 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 Após o Tratamento. 

 
Com o intuito de avaliar também o perfil de anticorpos que reconhecem o 

antígeno recombinante GlcB nos pacientes com tuberculose antes a após o 

tratamento, mensurou-se os anticorpos IgM séricos anti-GlcB dos onze pacientes 

monitorados durante o tratamento. Após dosagem dos níveis séricos de IgM anti-

GlcB, as duas variáveis foram analisadas estatisticamente (teste t de student) e não 

apresentaram diferença estatística, com concentrações similares desse anticorpo: 

antes (0,441±0,184) e após o tratamento (0,442±0,138) (Figura 8A). A análise 

individual dos pacientes mostra um perfil diferenciado, com diminuição da 

concentração de IgM anti GlcB em três doentes, três mantiveram os níveis séricos de 

IgM e cinco aumentaram (Figuras 8B, C e D). Os três pacientes que tiveram redução 

de IgM anti-GlcB após a terapia foram os mesmos que também tiveram diminuição 

dos níveis séricos de IgM e IgG anti-MPT-51 (Figuras 6, 7 e 8). 
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Figura 8. Detecção dos níveis séricos de IgM anti-GlcB dos pacientes com 
tuberculose pulmonar antes e após o tratamento. A. Amostras de soro dos 
pacientes comparadas antes da terapia e após seis meses de terapia do esquema I 
(n=11). As reações foram realizadas em duplicata pelo ELISA usando diluição da 
amostra 1/10, concentração do antígeno 2,5 µg/mL e anticorpo anti-IgM conjugado a 
peroxidase, diluído a 1/5000. B-D. Perfil individual de IgM anti-GlcB de cada 
paciente em grupos que diminuíram (B), mantiveram (C) e aumentaram (D) os níveis 
séricos de IgM antes e após o tratamento. 
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5.9. Cinética dos Anticorpos IgG Séricos anti-GlcB de Pacientes com 

Tuberculose Pulmonar Antes e Após o Tratamento. 

 
Igualmente, foi determinado se o tratamento modificaria os níveis 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 

após o tratamento, pelo ELISA indireto. As reações foram realizadas em duplicata. A 

Figura 9A mostra as DOs de cada paciente antes e após o tratamento, com médias e 

desvios padrões de 0,827±0,294 e 0,667±0,208 respectivamente. Os dados desse 

experimento foram analisados e observa-se diferença estatística significativa entre as 

médias das duas variáveis (teste t de student, p<0,01). Uma análise dessas variáveis 

pontualmente, mostra que os níveis de IgG anti-GlcB de dez doentes diminuíram 

após o tratamento e um paciente manteve os níveis de IgG (Figura 9B e C). 
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Figura 9. Detecção dos níveis séricos de IgG anti-GlcB dos pacientes com 
tuberculose pulmonar antes e após a terapia. A. As amostras de soro coletadas 
foram comparadas antes e após a terapia com esquema I (n=11). As reações foram 
realizadas em duplicata pelo ELISA nas condições de 2,5 µg/mL de antígeno GlcB, 
diluição da amostra 1/100 e uso de anticorpo de coelho anti-IgG humana conjugado 
com peroxidase. * p<0,01. B. Exibe homogeneidade no padrão de IgG anti-GlcB 
entre os pacientes. C. Um manteve os níveis de IgG. 
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6. DISCUSSÃO. 
 

 Investigamos o reconhecimento dos antígenos rMPT-51 e rGlcB por 

anticorpos séricos de pacientes com tuberculose ativa, pelo ensaio ELISA. Para 

controle utilizamos um grupo de indivíduos saudáveis, sem evidências de doenças 

crônicas e imunossupressão e outro grupo de pacientes com hanseníase Virchoviana 

(Tabela 2). Como a hansêniase é uma doença endêmica em nossa região, causada 

pelo M. leprae, a comparação com esse grupo é importante para averiguar se haveria 

reação cruzada no ensaio utilizado. Isso pode ocorrer devido à homologia existente 

entre as proteínas 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 única forma da doença que polariza para resposta 

humoral, e que consegue representar com segurança o grupo de pacientes 

hansenianos usados nesse estudo.  

Estudos têm sido propostos para caracterização de proteínas imunogênicas, 

produzidas pelo M. tuberculosis que possam ser usadas no desenvolvimento de 

novos testes diagnósticos da tuberculose, como os sorodiagnósticos em teste que 

utilizam essas proteínas como marcadores da doença (Bothamley et al. 1992, Laal et 

al. 1997). A escolha dos antígenos MPT-51 e o GlcB foi determinada por serem 

proteínas secretadas pelo M. tuberculosis, quando cultivado em condições de stress 

nutricional, que mimetizam o microambiente intracelular vivido pelo bacilo nas 

células mononucleares. Esses antígenos são imunodominantes e possuem 

disponibilidade de processamento em larga escala, de proteínas recombinantes 

purificadas, sendo produzidas em E. coli (Samanich et al. 1998).  

 Nossa população 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 indivíduos saudáveis e 49 pacientes hansenianos, 

totalizando 147 amostras (Tabela 2). 
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 Os níveis de anticorpos IgM específicos 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 antígeno 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 proteína entre essas duas espécies de micobactérias parece não ter interferido 

na especificidade do ensaio.  

 Anticorpos IgG que reconhecem o rMPT-51, no ensaio de ELISA, não 

distinguiram doentes com TB ativa de controles saudáveis, 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 específicos ao rGlcB 

discriminaram os doentes com tuberculose pulmonar, dos controles saudáveis e dos 

doentes hansenianos (Figura 3 e 5). Contudo esses testes de ELISA não mostraram 

boa precisão. Para detecção de IgM anti-GlcB a sensibilidade também foi baixa, 

8,2% e a especificidade 95,9%, o VPP 50,0% e o VPN 67,6%; para dosagem de IgG 

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 Iorque, mostraram que 

os níveis de IgG anti-MPT-51 e IgG anti-GlcB em grupos de indivíduos saudáveis 

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 

não reportam os de Singh (Quadro 1), em relação à dosagem de anticorpos IgG anti-

MPT-51 (sensibilidade 60%) e IgG anti-GlcB (sensibilidade 70%), eles corroboram 

com a teoria de que há heterogeneidade no reconhecimento de um mesmo antígeno 

por anticorpos em diferentes populações, principalmente em países endêmicos como 

em nossa região (Lyashchenko et al. 1998b).  
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 A sensibilidade baixa dos ensaios ELISA, pode estar associada à 

possibilidade de que alguns dos nossos controles negativos tenham entrado em 

contato prévio com o M. tuberculosis (ou mesmo outras micobactérias atípicas). Por 

se tratar de uma região endêmica a TB, nossa população torna-se mais exposta ao 

bacilo. Outro fator possível é a interferência da vacina BCG nos resultados obtidos, 

uma vez que em Goiás até junho de 2006, a maioria da população recebeu duas doses 

da vacina BCG. Esses dois fatos juntos podem explicar porque os níveis 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 avaliação comparativa dos padrões de 

antígenos secretados pelo M. tuberculosis em estágios clínicos da tuberculose, 

mostram diferentes resultados. Samanich et al. (2001) que trabalharam com cerca de 

100 proteínas CFPs, sugerem que há um grupo definido de antígenos, reconhecidos 

por anticorpos que mantem os padrões de produção sérica, nos estágios diferentes da 

doença (estágios iniciais e tardios). Porém eles não descartam a hipótese de que pode 

também haver outro grupo adicional de antígenos, reconhecidos por anticorpos 

séricos, que sofrem alterações durante a evolução da tuberculose. A pesquisa de 

Coates et al. (1981) sugere haver diversidade na resposta humoral, e mudança nas 

concentrações de anticorpos contra antígenos micobacterianos com a evolução da 

doença. Entretanto esses trabalhos não reportam qual a influência do tratamento na 

resposta humoral. 

 Com o intuito de avaliar se a terapia induziria uma mudança nas 

concentrações de anticorpos específicos 
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antígenos rMPT-51 e rGlcB, resultando também em aumento dos anticorpos 

circulantes que reconhecem esses antígenos e se as concentrações de IgM e IgG 

específicos permaneceriam altas até o fim do tratamento. 

 Os resultados mostram que os anticorpos IgM e IgG específicos ao antígeno 

rMPT-51, nos onze pacientes com TB pulmonar monitorados, mantiveram níveis 

similares antes e após a terapia. Quando avaliados individualmente observa-se que 

alguns pacientes apresentaram diminuição dos níveis de anticorpos, enquanto outros 

aumentaram. Esperávamos que houvesse diminuição desses anticorpos, 

principalmente de IgM, que é um anticorpo de fase aguda (Figura 6 e 7). No entanto, 

houve redução de IgM anti-MPT-51 em apenas três pacientes e aumento em cinco. 

Esses resultados podem ter ocorrido por intensa estimulação da resposta humoral, 

pelos antígenos liberados dos bacilos mortos em resposta à ação dos 

antimicobacterianos, resultando na produção de anticorpos específicos ao MPT-51. 

Como exemplo da ação da quimioterapia há a isoniazida, que age sobre a maioria dos 

bacilos extrapulmonares, logo nos primeiros dias de terapia, podendo contribuir para 

o aumento da resposta humoral nas primeiras semanas do tratamento. 

Consequentemente concentrações de anticorpos ligeiramente aumentados são 

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 

redução desse anticorpo em seis pacientes com TB pulmonar e aumento em dois. 

 De forma semelhante os níveis séricos de anticorpos IgM que reconhecem o 

GlcB, também não alteraram ao final de seis meses de terapia (Figura 8). Com 

avaliação individual mostrando redução de IgM anti-GlcB em três pacientes e 

aumento em cinco doentes.  

 Na literatura há trabalhos mostrando a diversidade da resposta humoral a 

antígenos liberados durante o tratamento da tuberculose. O trabalho de Imaz & 

Zerbini (2000) indica que os mesmos níveis de anticorpos podem persistir por vários 

anos, dificultando a discriminação entre tuberculose ativa e doença no passado. Eles 

usaram a técnica de ELISA para dosagem de anticorpos específicos ao antígeno 

micobacteriano Ag14-kDa, mostrando que somente após um ano do início da terapia 
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foi observado decréscimo dos níveis de anticorpos e que em muitos pacientes os 

mesmos níveis persistiram por quase três anos. Outro trabalho sugere que o 

sorodiagnóstico pode auxiliar no monitoramento da eficácia terapêutica no 

tratamento da tuberculose, dependendo dentre outros fatores, do antígeno usado no 

ensaio. Assim, a pesquisa de Azzurri et al. (2006) mostra que houve diminuição dos 

anticorpos IgG específicos ao ESAT-6 nos pacientes com tuberculose, durante o 

tratamento, mensurados também por ELISA, confirmando nossos dados em relação 

ao GlcB. A dosagem dos anticorpos IgG anti-GlcB revela que houve redução 

significativa nas concentrações de IgG após o tratamento na maioria dos pacientes. 

Dez pacientes mostraram redução desse anticorpo e um paciente manteve os níveis 

séricos após o tratamento (Figura 9).  

 Dos onze pacientes monitorados, quatro pacientes apresentaram resultados 

similares em todas as dosagens: três pacientes tiveram redução das concentrações de 

IgM e IgG anti-MPT-51 e IgM anti-GlcB e um paciente teve aumento desses 

anticorpos após o tratamento. 

 Várias proteínas imunodominantes secretadas pelo bacilo da tuberculose são 

usadas no desenvolvimento de novos testes diagnósticos da tuberculose, como o 

ELISA que é largamente usado. Contudo sérios problemas de especificidade e 

sensibilidade ainda são encontrados, limitando a disponibilização de muitos testes já 

propostos (Quadro 1). A maioria dessas pesquisas com diferentes antígenos, 

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 diagnóstico 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 elaboração de novos testes diagnósticos da tuberculose. Além 

disso, mesmos os testes diagnósticos para tuberculose já existentes, apresentam 

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

Walton et al. 2005). 

 Infelizmente há um reconhecimento heterogêneo de antígenos 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 

antígenos) ou genética da cepa infectante, seja pela produção de diferentes antígenos 

durante a evolução da tuberculose ou pela carga bacilar. Tudo isso leva a uma falha 

em detectar anticorpos específicos, em mais de 30% dos pacientes com tuberculose 

(Ivanyi et al. 1988). Essa situação parece ser agravada em regiões endêmicas, onde 

há uma possibilidade maior de exposição ao bacilo e muitos indivíduos estão na 

forma latente da doença, sendo necessários muitos estudos para o desenvolvimento 

de um teste com melhor acurácia. 

 Nossos dados caracterizaram o rMPT-51 como possível marcador da 

tuberculose, na avaliação de IgM específico a esse antígeno. No entanto, seria 

interessante testar o rMPT-51 em associação com o rGlcB e outros antígenos 

imunodominantes. Alguns autores propõem o uso de multiantígenos no 

sorodiagnóstico, pois vários dados apontam que a combinação de dois ou mais 

antígenos tem elevado a sensibilidade e especificidade da reação (Lyashchenko et al. 

2000, Wang et al. 2005). É preciso ainda repetir nossos experimentos em outras 

populações, incluindo maior número de pacientes com TB e de controles, pois uma 

variedade de fatores, já citados, pode influenciar no resultado dos testes. 

 Apesar do ensaio de ELISA para o antígeno rGlcB ter demonstrado baixa 

sensibilidade, sugerimos que o mesmo possa ser usado para o acompanhamento da 

terapêutica, uma vez que os níveis séricos de IgG específicos diminuíram após o 

tratamento da tuberculose.  
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7. CONCLUSÕES. 
 

 

 Tanto o antígeno 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 IgG. 

 

O ensaio de ELISA para a detecção 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 níveis de anticorpos da classe IgG específicos ao antígeno protéico rGlcB, 

diminuíram após o tratamento da tuberculose. 

 

Esse estudo demonstra que a análise da resposta imune humoral pode ajudar 

na identificação de novos antígenos imunodominantes como o MPT-51 e GlcB, para 

serem usados no desenvolvimento de sorodiagnósticos e novas vacinas de 

subunidades para tuberculose. 
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9. ANEXOS. 
 

9.1. Anexo 1. Termo de Consentimento dos Voluntários. 
 

9.1.1. Controles Saudáveis. 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS. IPTSP 
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitário - Goiânia – GO.CEP 74605-050  

Fone (062)3521.1837 – 3209.6102 - FAX (062)3521.1839  
  

Consentimento de Participação na pesquisa 
Título do projeto: Caracterização dos antígenos protéicos naturais e recombinantes do 
Mycobacterium tuberculosis induzidos pela resposta imune de pacientes 
tuberculosos. 
 

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

Você está sendo convidado a participar, voluntariamente, em uma pesquisa que 
será conduzida na Universidade Federal de Goiás (Goiânia-Goiás). Esta pesquisa tentará 
identificar proteínas do Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doença 
tuberculose) que são reconhecidas pelo sangue (soro e células) de pessoas saudáveis e 
pacientes com tuberculose. 1  

O pesquisador gastará aproximadamente 20 minutos com você para: a) explicar o 
motivo da pesquisa, anotar algumas informações sobre o seu estado de saúde atual e pedir 
o seu consentimento para participar neste projeto. Neste período, um questionário será 
preenchido para facilitar a análise dos resultados futuramente. b) o seu sangue será 
coletado (20 mL). Você pode retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem que 
haja qualquer prejuízo ( Goiânia, Goiás, Brasil).  

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

Os resultados sobre a sua saúde e dos testes realizados com o seu sangue serão 
mantidos confidenciais pela pesquisadora responsável. Os seus dados pessoais não serão 
revelados em nenhum momento. Os resultados deste estudo serão publicados numa revista 
científica internacional. 

Participação 
Sua participação nesta pesquisa é voluntária. Se você decidir participar deste 

estudo, você poderá desistir a qualquer momento sem que você seja penalizado. A sua 
assinatura provará que você leu, entendeu e deu o seu consentimento para participar desta 
pesquisa. Sua assinatura também provará que você está recebendo uma cópia 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 GOIÁS. IPTSP 

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

  
Consentimento de Participação na pesquisa 

Título do projeto: Caracterização dos antígenos protéicos naturais e recombinantes do 
Mycobacterium tuberculosis induzidos pela resposta imune de pacientes 
tuberculosos. 
 

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

Você está sendo convidado a participar, voluntariamente, em uma pesquisa que 
será conduzida na Universidade Federal de Goiás (Goiânia-Goiás). Esta pesquisa tentará 
identificar proteínas do Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doença 
tuberculose) que são reconhecidas pelo sangue (soro e células) de pessoas saudáveis e 
pacientes com tuberculose. 1  

O pesquisador gastará aproximadamente 20 minutos com você para: a) explicar o 
motivo da pesquisa, anotar algumas informações sobre o seu estado de saúde atual e pedir 
o seu consentimento para participar neste projeto. Neste período, um questionário será 
preenchido para facilitar a análise dos resultados futuramente. b) o seu sangue será 
coletado (20 mL). Se você decidir não participar da pesquisa, você não terá seu tratamento 
ou assistência interrompida. Você pode retirar o seu consentimento a qualquer momento, 
sem que o seu tratamento ou acompanhamento pelo Hospital de Doenças Tropicais seja 
interrompido ( Goiânia, Goiás, Brasil).  

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

Os resultados sobre a sua saúde e dos testes realizados com o seu sangue serão 
mantidos confidenciais pela pesquisadora responsável. Os seus dados pessoais não serão 
revelados em nenhum momento. Os resultados deste estudo serão publicados numa revista 
científica internacional. 

Participação 
Sua participação nesta pesquisa é voluntária. Se você decidir participar deste 

estudo, você poderá desistir a qualquer momento sem que você seja penalizado ou perca a 
sua assistência no Hospital de Doenças Tropicais. A sua assinatura provará que você leu, 
entendeu e deu o seu consentimento para participar desta pesquisa. Sua assinatura 
também provará que você está recebendo uma cópia deste documento. 

 
___________________________________                            ________________________________ 
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Nome do participante (letra de forma)                                              Testemunha: nome e RG  
 
____________________________________                                             _____/____/_____ 
Assinatura                                                                                                                  Data 
 
 
 

9.1.3. Pacientes com Hanseníase. 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS. IPTSP 

Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitário - Goiânia – GO.CEP 74605-050  
Fone (062)3521.1837 – 3209.6102 - FAX (062)3521.1839  
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9.2. Anexo 2. Questionário Aplicado aos Voluntários. 
 
 

9.2.1. Controles Saudáveis. 

 
 
Registro número: 
 
Questionário do Projeto: Caracterização dos antígenos protéicos naturais e 
recombinantes do Mycobacterium tuberculosis  induzidos em condições de stress. 
 
Dados: 
Nome: 
Data admissão: Número na pesquisa: 
Data nascimento: Idade: [] anos 
Endereço: 
Fone: Cor pele: Sexo: F[]       M[] 
Profissão:   
Anamnese: 
Teve contato com TB ativa? Sim []          Não []          Não sabe [] 
Teve contato com hanseníase? Sim []          Não []           Não sabe [] 
BCG: Sim []  Não []  número de doses: [] Data da última dose: 
PPD: Sim []  Não []   Resultado [] mm      
Uso de medicamentos: Sim []     Não []      Qual?  
Data início: Complicações: 
Doenças: 
Prévia :   sim []      não []    Qual? 
Crônica:  sim []      não []    Qual? 
Doença pulmonar? sim []    não [] Alergia? sim []    não []  
Nos últimos dias teve: Febre? sim []      não [] Dores musculares? sim[] não[] 
Está gripado ou resfriado? sim []      não []  
Fumante? sim []      não [] Etilista? sim []      não []  
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9.2.2. Pacientes com Tuberculose 

 

Prontuário número:  
 
Questionário do Projeto: Caracterização dos antígenos protéicos naturais e recombinantes 
do Mycobacterium tuberculosis  induzidos em condições de stress. 
 
Dados: 
Nome: 
Data admissão: Número na pesquisa: 
Data nascimento: Idade: [] anos 
Endereço: 
Fone: Cor pele: Sexo: F[]       M[] 
Profissão:  Hipótese diagnóstico: 
______________________________________________________________________ 
Exames: 
Escarro: AAFB  + [] – [] 
Biopsia: Resultado: pos. [] neg .[] Tecido: 
Cultura: Resultado: pos. [] neg .[] Meio: 
HIV: Resultado: pos. [] neg .[]  
PPD: [] mm Outros: 
Mycobacterium 
______________________________________________________________________ 
Teve contato com TB ativa? Sim []          Não []          Não sabe [] 
Teve contato com hanseníase? Sim []          Não []           Não sabe [] 
BCG: Sim []  Não []  número de doses: [] Data da última dose: 
______________________________________________________________________ 
TB ativa no momento? Sim []    Não []    Não sabe []    Data do início: 
É tuberculose primária?  Sim []    Não []    Não sabe [] 
Lesão Cavitária: []      Área afetada: 
          Não cavitária: []        Pleural: []  Outra:           
______________________________________________________________________ 
História prévia de TB Com que idade? [] anos 
Foi uma tuberculose primária? Sim  []         Não  []         Não sabe [] 
Existe evidência de lesões? Sim  []         Não  []         Não sabe [] 
______________________________________________________________________ 
Tratamento anti TB Data de início: 
INH: Sim []        Não []        Não sabe [] ETH: Sim []       Não []       Não sabe [] 
RIF:  Sim []        Não []        Não sabe [] PYZ: Sim []       Não []       Não sabe [] 
STP: Sim []        Não []        Não sabe []  
______________________________________________________________________ 
Resultado da quimioterapia 
Ainda no tratamento?             Curado []               Voltou []               Morte []                
Uso de corticóide? Sim []     Não []      Qual?  
Data início: Complicações: 
Doenças: 
Concomitante: Sim []        Não          Qual? 
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Prévia:             Sim []        Não          Qual? 
Crônica:            Sim []        Não          Qual? 
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9.2.3. Pacientes com Hanseníase. 

 
Prontuário número: 
 
Questionário do Projeto: Caracterização dos antígenos protéicos naturais e recombinantes 
do Mycobacterium tuberculosis  induzidos em condições de stress. 
 
Dados: 
Nome: 
Data admissão: Número na pesquisa: 
Data nascimento: Idade: [] anos 
Endereço: 
Fone: Cor pele: Sexo: F[]       M[] 
Profissão:  Hipótese diagnóstico: 
__________________________________________________________________________ 
Dados familiares: 
Nome do pai:   
Nome da mãe: 
Possui filhos: Sim[] Não[]  Relacionar:___________________________________________ 
___________________________________________________________________________ 

 

Possiu irmãos: Sim [] Não[]   Relacionar:_________________________________________ 
___________________________________________________________________________ 

 

Dados relacionados à doença:                         Data início da doença: 
Forma clínica:      Indeterminada []          Tuberculoíde []          Difusa []          Virchoviana [] 
Evolução da doença para alguns pólos:___________________________________________ 
Doenças associadas:__________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________ 
Teve contato com TB ativa? Sim []          Não []          Não sabe [] 
Teve contato com hanseníase? Sim []          Não []           Não sabe [] 
BCG: Sim []  Não []  número de doses: [] Data da última dose: 
__________________________________________________________________________ 
Diagnóstico clínico e laboratorial:                                    
Clínico: Sim [] Não []                                   Baciloscopia-BAAR: Sim [] Não []      
Histopatologia: Sim [] Não []       Tecido:_________________________________________ 
Patologia:___________________Laudo:_________________________________________ 
Teste Mitsuda:    Resultado: Positivo [] Negativo [] 
Teste intradérmico:___________________________________________________________ 
Exames laboratoriais complementares:___________________________________________ 
__________________________________________________________________________ 
Tratamento:                                                      Data de início: 
Medicação atual e doses:______________________________________________________ 
Intercorrências durante o tratamento: 
Reação tipo I: Sim [] Não []         Reação tipo II: Sim [] Não []       Internações: Sim [] Não [] 
Fenômeno de Lúcio: Sim [] Não []      medicações:__________________________________ 
___________________________________________________________________________  
Resultado da quimioterapia 
Ainda no tratamento?             Curado []               Voltou []               Morte []   
Doenças: 
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Concomitante: Sim []        Não []        Qual? 
Prévia:            Sim []         Não []        Qual? 
Crônica:          Sim []         Não []         Qual? 

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

 

9.3.1. Parecer da Diretoria do IPTSP 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS. IPTSP 
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitário - Goiânia – GO.CEP 74605-050  

Fone (062)3521.1837 – 3209.6102 - FAX (062)3521.1839  
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9.3.2. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa- UFGO. 
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9.3.3. Parecer do SUS e Secretaria de Ciências e Tecnologia do Estado de Goiás. 
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9.4. Anexo 4. Documentos Referentes à Parceria entre a Universidade e as 

Unidades de Saúde. 
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