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RESUMO

A tuberculose (TB) permanece como uma das maiores causas de mortalidade
por doencas infecciosas no mundo. A desnutricdo, HIV, condi¢cdes sociais
precarias estdo associadas com a ocorréncia de TB. A desnutricdo afeta a
imunidade mediada por célula responsavel pela resposta imune do hospedeiro
contra a TB. Objetivos : Em pacientes com TB pulmonar em tratamento
medicamentoso, internados durante 60 dias, pretende-se: a) descrever as
variacbes seéricas da proteina C reativa (PCR), acido urico, VHS, TNF-q,
contagem de linfOcitos totais e CD4+ e o grau de desnutricdo; b) descrever o0s
marcadores imunogenéticos e resposta inflamatoria no tratamento de TB..

Métodos: estudo descritivo e observacional entre pacientes classificados de
acordo com seu status nutricional por meio do indice massa corporal (IMC) e
area muscular do bragco (AMB) e avaliados nos tempos 0 (inclusdo no estudo),
30 dias e 60 dias. Foi realizada avaliagdo clinica, radiologica de térax,
baciloscopia, cultura, avaliagcdo bioquimica e genética para genes reguladores
de TNF-a e . PCR Resultados e conclusfes: 25 pacientes foram incluidos.
Para a analise nutricional, AMB se mostrou mais apropriada do que IMC. Niveis
séricos inicialmente elevados de PCR, VHS, e &cido urico diminuiram no
seguimento, sobretudo nos pacientes desnutridos quando comparados com 0s
pacientes eutroficos. Foram indetectaveis os niveis séricos de TNF a e
polimorfismo no gene de TNF-a na regido -238 foi identificado em 92% dos
pacientes. Niveis séricos de PCR foram menores em pacientes com
polimorfismo no exon 2 da PCR na posi¢cado 1059G>C identificado em 6 (24%)

pacientes.

APOIO FINANCEIRO: CAPES, CNPQ, BRONSTEIN, ICOHRTA.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) remains a major cause of mortality from infectious diseases
in the world. Malnutrition, HIV and poor social conditions are associated with the
occurrence of TB. Malnutrition affects the immune-mediated cells responsible
for the host's immune response against TB. Objectives: In patients with
pulmonary TB in drug treatment, hospitalized for 60 days, they were: a) to
describe the changes of serum C-reactive protein (CRP), uric acid, ESR, TNF- ,
total lymphocyte count and CD4 + and degree of malnutrition b) to describe the
tracers immunogenetic and inflammatory response in the treatment of
tuberculosis.

Methods: observational and descriptive study of patients classified according to
their nutritional status through the body mass index (BMI) and arm muscle area
(AMA) and assessed in time 0 (included in the study), 30 days and 60 days. We
performed clinical evaluation, chest X-ray, smear, culture, biochemical and
genetic evaluation for genes regulating TNF- and CRP. Results and
conclusions: 25 patients were included. For the nutritional analysis, AMB was
more appropriate than BMI. Serum initially high CRP, ESR, and uric acid
decreased after a while, especially in malnourished patients when compared
with normal weight patients. Serum levels of TNF were undetectable and
polymorphism in the gene TNF- in the region -238 was identified in 92% of
patients. Serum levels of CRP were lower in patients with polymorphism in exon
2 of CRP in position 1059G> C identified in 6 (24%) patients.

WORK SUPPORTED BY CAPES, CNPQ, BRONSTEIN, ICOHRTA.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: VALORES DA PROTEINA C-REATIVA DE ACORDO COM A CATEGORIZ ACAO DOS
GRUPOS 33

TABELA 2: PERFIL NUTRICIONAL E COMPORTAMENTO DOS MARCADORES INFLAMA TORIOS
DE ACORDO COM O IMC 60

TABELA 2: PERFIL NUTRICIONAL E COMPORTAMENTO DOS MARCADORES INFLAM ATORIOS
DE ACORDO COM O AMB 60

LISTA DE QUADROS

QUADRO 1: RESULTADOS DE BAAR, CULTURA E RAIO-X DOS PACIENTES,
CLASSIFICADOS DE ACORDO COM A UNIDADE HOSPITALAR E O GRAU DE
DESNUTRICAO AFERIDO PELOS DOIS METODOS UTILIZADOS N ESTE ESTUDO (IMC E
AMB) 44

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: GEL MOSTRANDO OS ALELOS NA GENOTIPAGEM DO TNF- A -238-----37

FIGURA 2: GEL MOSTRANDO OS ALELOS NA GENOTIPAGEM DA PROTEINA C-REATIVA
+1059 38

LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1: AVALIACAO DOS PACIENTES POR IMC 42
GRAFICO 2: AVALIACAO DOS PACIENTES POR AMB 43

GRAFICO 3: DOSAGEM DOS NIVEIS SERICOS DE PROTEINA C-REATIVA EM MG/DL EM
PACIENTES COM TB ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFI L DE DESNUTRICAO
AVALIADO PELO IMC 46

GRAFICO 4: DOSAGEM DOS NIVEIS SERICOS DE ACIDO URICO MG/DL EM PACIENTES
COM TB ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNU TRIGAO AVALIADO
PELO IMC 47

GRAFICO 5: VARIACAO DA VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTAGCAO EM PACI ENTES
COM TB ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNU TRICAO AVALIADO
PELO IMC 48

GRAFICO 6: CONTAGEM DE LINFOCITOS TOTAIS EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNUTRICAO AVALIADO PELO IMC --
49

GRAFICO 7: CONTAGEM DE LINFOCITOS CD4+ EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNUTRICAO AVALIADO PELO IMC---
50




GRAFICO 8: DOSAGEM DE PROTEINA C-REATIVA MG/DLEM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNUTRICAO AVALIADO PELO AMB-
51

GRAFICO 9: VARIACAO DO ACIDO URICO MG/DL EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNUTRICAO AVALIADO PELO AMB-
52

GRAFICO 10: DOSAGEM DA VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTAGAO EM PACIE NTES
COM TB ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNU TRICAO AVALIADO
PELO AMB 53

GRAFICO 11: CONTAGEM DE LINFOCITOS TOTAIS EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNUTRICAO AVALIADO PELO AMB-
54

GRAFICO 12: CONTAGEM DE LINFOCITOS CD4+ EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM PERFIL DE DESNUTRICAO AVALIADO PELO AMB-
55

GRAFICO 13: VALORES DA VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTAGCAO EM PACIE NTES
COM TB ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM AS DOSAGENS DOS NiIVEIS DA
PROTEINA C-REATIVA 56

GRAFICO 14: DOSAGENS DO ACIDO URICO MG/DL EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM AS DOSAGENS DOS NIVEIS DA PROTEINA C-
REATIVA 57

GRAFICO 15: CONTAGENS DE LINFOCITOS TOTAIS EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM AS DOSAGENS DOS NIVEIS DA PROTEINA C-
REATIVA 58

GRAFICO 16: CONTAGENS DE LINFOCITOS CD4+ EM PACIENTES COM TB
ESTRATIFICADOS DE ACORDO COM AS DOSAGENS DOS NIVEIS DA PROTEINA C-

REATIVA 59
GRAFICO 17: RESULTADO DA GENOTIPAGEM DOS PACIENTES PARA O GENE DE TNF-
A NA REGIAO -238 61
GRAFICO 18: RESULTADO DA GENOTIPAGEM DOS PACIENTES PARA O GENE DE
PROTEINA C-REATIVA NA REGIAO +1059 62
GRAFICO 19: DIFERENCA NOS NiVEI§ DAAPROTEiNA C-REATIVA QUANDO HA A
PRESENCA DO ALELO C COMPARADO A AUSENCIA DO ALELO C 62

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

OMS - Organizacdo Mundial e saude

TB: Tuberculose

AIDS - Sindrome de imunodeficiéncia adquirida
IL-1 — Interleucina 1

IL-2 — Interleucina 2

TNF-a: Fator de necrose tumoral-a

IFN-y: Interferon-y

VHS: Velocidade de hemossedimentagéo

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica



IL-6 — Interleucina 6

LDL — Lipoproteina de baixa densidade

RNI — Espécies reativas de Nitrogénio

ROI — Espécies reativas de oxigénio

NK — Ceélulas natural killer

IL-10: Interleucina-10

IL-12: Interleucina-12

Thl: Células T helper do tipo 1

PCR: Reacao de polimerase em cadeia

BAAR: Bacilos Alcool-Acido Resistentes

IMC: indice de Massa Corporal

AMB: Area Muscular do Bracgo

SNPs — Polimorfismos de base Unica

NRAMP — Resisténcia natural associada a proteina macrofagica
IETAP — Instituto Estadual de Doencas do Torax Ary Parreiras
HESM — Hospital Estadula Santa Maria

TO — Tempo 0 (inclusdo no estudo)

T30 — Tempo 30

T60 — Tempo 60

CB - Circunferéncia do braco

PCT — Prega cutanea tripicital



Xii

INDICE

1 INTRODUCAO 1
2 OBJETIVOS 7
2.1 GERAL 7
2.2  ESsPECIFICOS 7
3 REVISAO DA LITERATURA 8
3.1 EPIDEMIOLOGIADA TB 8
3.2  TUBERCULOSE E DESNUTRIGAO 10
3.3  TUBERCULOSE E A RESPOSTA IMUNOLOGICA 14
3.3.1 Marcadores Inflamatérios 18
3.4  IMUNOGENETICA E TUBERCULOSE 20
4 PACIENTE E METODO 27
4.1 MODELO DE ESTUDO 27
4.2  PERIODO DO ESTUDO 27
4.3 LOCAL DO ESTUDO 27
4.4  POPULACAO DE REFERENCIA E POPULACAO DE ESTUDO 27
4.4.1. Populacédo de Referéncia 27
4.4.2. Populacdo de Estudo 28
4.5  CRITERIOS DE INCLUSAO 28
4.6  CRITERIOS DE EXCLUSAO 28
4.7  INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS 29
4.8  CONTROLE DE QUALIDADE 30
49  AVALIAGOES ANTROPOMETRICAS 30
48.1 indice de Massa Corporal 30
4.8.2 Prega Cutanea Tricipital 31
4.8.3 Circunferéncia Muscular do Braco 31
4.8.4  Area Muscular do braco (AMB) 32
4.10 CATEGORIZAGCAO DE GRUPOS DE ACORDO COM O NiVEL DE PROTEINA C-REATIVA------- 33
411 ANALISES BIOQUIMICAS E SOROLOGICAS 33
4.11.1 Linfécitos 34
4.11.2 CD4+ 34

4.11.3 PROTEINA C-REATIVA Erro! Indicador ndo definido.
4.11.4 Acido Urico 34
4115 VHS 35
4.11.6 Analise Quantitativa (Elisa) para TNF-a no sangue circulante. 35
4.12 BIOLOGIA MOLECULAR 36
4.12.1 Extracdo de DNA 36
4.12.2 Amplificacdo do DNA por PCR e genotipagem 36
4.12.3 Aspectos Eticos 38
4.12.4 Analise dos dados 38
4.12.5 Definicdo de Termos 38
4.12.6 Coleta de Dados e Processamento das Amostras 40
5 RESULTADOS 41
5.1  AVALIAGAO NUTRICIONAL 41
5.1.1 Classificacéo do perfil de desnutricdo por IMC 42
5.1.2 Classificacéo do perfil de desnutricdo por AMB 42
5.2 PERFIL NUTRICIONAL E BACTERIOLOGICO DOS PACIENTES 44
5.3  AVALIAGAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS 45
5.3.1 Estratificacdo dos grupos de acordo com IMC 46
5.3.1.1 Proteina C Reativa 46
5.3.1.2 Acido Urico 47
5.3.1.3 Velocidade de Hemossedimentacé&o (VHS) a7
5.3.1.4 Contagem de linfécitos totais 48
5.3.1.5 Contagem de linfécitos CD4+ 49

5.3.1.6 Dosagem de TNF-a sérico 50




xiii

5.3.2 Estratificacdo dos grupos de acordo com a AMB
5.3.2.1 Proteina C Reativa

50
50

5.3.2.2 Acido Urico

51

52

5.3.2.3 Velocidade de Hemossedimentacédo (VHS)

53

5.3.2.4 Contagem de linfcitos Totais
5.3.2.5 Contagem de linfécitos CD4+

54

55

5.3.2.6 Dosagem de TNF-a sérico -
5.4  ESTRATIFICACAO DOS GRUPOS DE ACORDO COM OS NiIVEIS SERICOS DE PROTEINA C-
REATIVA

55

55

5.4.1  Velocidade de Hemossedimentacao

5.4.2  Acido urico
5.4.3 Contagem de linfécitos totais

56
57

5.4.4  Contagem de linfocitos CD4+

58

5.4.5 Dosagem de TNF-a
55 TABELAS COM AS DIFERENCAS ENCONTRADAS DESNUTRICAO VERSUS MARCADORES
INFLAMATORIOS

59

59

5.6  AVALIACAO DA PRESENCA DE POLIMORFISMOS NA REGIAO PROMOTORA DOS GENES QUE
CODIFICAM PARA TNF-a REGIAO -238 E PROTEINA C REATIVA - 1059

61

6 DISCUSSAO

63

6.1  STATUS NUTRICIONAL E INFLAMAGAO

64

6.2  AVALIAGAO GENETICA DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS

67

7 CONCLUSOES

69

LIMITACOES DO ESTUDO

70

PERSPECTIVAS DO ESTUDO

71

10 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

72




1 Introducéo

A tuberculose (TB) humana é uma doenca infecto-contagiosa causada
por um bacilo aerébico, pertencente ao complexo Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii, M. microti e M. pinnipedii).
As duas principais espécies causadoras da TB em humanos sdo M.
tuberculosis e M. bovis (Addo e cols. 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um terco da
populacdo mundial esta infectada por M. tuberculosis (WHO 2007) e h4 um
aumento na incidéncia global de 1% todo ano, com 9,2 milhdes de casos novos
e cerca de 1,7 milhdes de mortes sendo registradas no mundo anualmente,
representando uma incidéncia de 139 casos por 100.000 habitantes.

Em 1993, a OMS considerou a TB como uma emergéncia global, e com
0 objetivo de detectar 70% dos casos de TB e curar 85% daqueles
identificados, propés a adocdo de modelos variados de tratamento
supervisionado (DOT) incluidos na estratégia DOTS. Esta estratégia que foi
mundialmente adotada na ultima década, proporcionou a elevacédo das taxas
de cura em diversos lugares, entretanto, ela tem obtido variavel e limitado
sucesso em reduzir as taxas de incidéncia da TB e de resisténcia aos farmacos
anti-TB, nos paises em desenvolvimento, principalmente em grandes
metrépoles e em locais com elevada prevaléncia de infeccéo por HIV.

Estima-se a ocorréncia de 10 milhdes de casos novos anuais a partir de
2010 (WHO, 2000), e tornou-se consenso que este cenario € resultante do
advento da infeccao por HIV, da deterioracdo das condi¢cbes socio-econdmicas
e consequente miséria de parte da populacdo mundial, da elevacéo da taxa de

abandono do tratamento anti-TB e menor efetividade do tratamento



medicamentoso seguido de aumento da TB multiresistente. (Kritski e Ruffino-
Netto, 2000)

Em nivel mundial, o Brasil ocupa o 16° lugar no ranking entre os 22
paises com 80% da carga de TB. De acordo com dados do Programa Nacional
de Controle da Tuberculose (PNCT) do Ministério da Saude (MS) do Brasil, 0
namero de casos notificados de TB diminuiu na década de 90, mas manteve-se
estavel a partir de 2001, em regifes de elevada taxa de co-infeccao por HIV.
Em nosso meio, estima-se uma prevaléncia de 50 milhdes de infectados pelo
bacilo sendo a TB a nona causa de ingresso hospitalar e a quarta causa de
mortalidade por enfermidades infecciosas. (WHO 2007).

No ano de 2006, segundo os dados coletados no Sistema de Informacao
de Agravos Notificados (SINAN - 2006) foram registrados 83.293 casos de TB
ativa. Destes, cerca de 60% ocorreram nas regides metropolitanas das capitais
e do Distrito Federal. As taxas de incidéncia foram maiores nas regides
Nordeste, Sudeste e Sul. Estima-se uma sub-notificagcdo de 20 a 30%, o0 que

elevaria a incidéncia préximo de 100 mil casos novos/ano (SINAN 2006).

No Municipio do Rio de Janeiro, onde ocorreu a implantagdo da
estratégia do tratamento supervisionado (DOTS) em algumas regides desde
1998, no periodo de 2001 a 2006, considerando todos os casos de TB, houve
uma reducao de 13,7% de casos novos e de 39,7% de casos de retratamento,
As maiores taxas de incidéncia de TB na cidade do Rio de Janeiro ocorreram
em individuos do sexo masculino e na populagédo na faixa etaria entre 20 e 59
anos (Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro 2007).

Similar ao descrito em nivel mundial, no Brasil ha uma tendéncia da TB

ocorrer em maior freqiiéncia nas areas metropolitanas, e cerca de 20% a 48%



dos casos de TB notificados, sdo oriundos de Unidades Hospitalares; Unidades
de Saude que usualmente ndo tem profissionais treinados para deteccao
precoce e tratamento da TB. Estas regides se caracterizam pelos piores
indices de desenvolvimento humano (IDH), com elevado nivel de pobreza,
desemprego e mas condi¢cdes de moradia, e a maioria dos pacientes com TB
grave, usualmente com desnutricdo em grau elevado, é diagnosticada de modo
tardio em hospitais gerais ou de referéncia, e apresenta elevada taxa de
mortalidade (Selig e col. 2003).

Andlise dos casos de oObitos notificados no sistema de mortalidade (SIM)
em 1998 no Rio de Janeiro mostrou que 85,4% dos casos ocorreram em
hospitais e que 60% destes ndo foram notificados no sistema de notificagdo de
casos de TB do Programa Estadual do Rio de Janeiro (SINAN) (Selig 2003). No
estado de Sao Paulo, todos os pacientes sob atendimento ambulatorial que
evoluiram para o6bito foram notificados no SIM e SINAN. Entretanto, entre os
casos atendidos em hospitais que faleceram, apenas 35% foram notificados no
SINAN (Governo Estado de S&o Paulo, 2008)

Em hospitais, cerca de dois tercos dos casos de Obito TB estdo
associados a HIV/AIDS, sob formas clinico-radiolégicas de dificil diagnostico:
atipicas ou formas disseminadas (Coovadia, e cols 1998) Além disso, assim
como HIV, nestas Unidades de Saude, a TB estd associada a desnutricdo
(Scalcini e cols 1991; Klausner e cols, 1996). Em estudo realizado em dois
hospitais gerais no municipio do Rio de Janeiro, em 2006 a 2007, entre 69
pacientes que evoluiram para 6Obito e tinham sintomas respiratérios, em 36% 0

tempo médio entre a admissdo e o6bito foi superior a 48h e, em 49% nao foi



solicitado baciloscopia de escarro, em 94% nao foi solicitada cultura para
micobactéria, e 40% nao tinham iniciado tratamento anti-TB. (Selig, 2008)

No estado de Sao Paulo, Santo e cols 2003 enfatizaram uma alarmante
elevacéo nas taxas (20%) de caquexia e/ou de desnutricdo em pacientes co-
infectados TB/HIV. O estado de desnutricdo pode levar a caquexia, que €&
evidenciada por perda excessiva de peso e massa muscular, entretanto,
somente o estado nutricional pode ndo ser responsavel pela ocorréncia de
caquexia.

No estado do Rio de Janeiro, Oliveira e cols (2006), num estudo
retrospectivo sobre o perfil de 351 pacientes com TB internados no Hospital
Estadual Santa Maria (referéncia para TB), observaram que 35,6% deles
apresentavam caquexia no momento da internacdo. Alguns autores sugerem
gue entre 0s maiores causadores da caquexia, as citocinas pré-inflamatorias
podem desempenhar um papel central na imunomodulacdo, além de sua
implicacdo na etiologia da anorexia, perda de peso e disfungcdo cognitiva
(Roubenoff e cols 2003; Wilkinson e cols 2003).

Passou a ser considerado prioritario, portanto, nas Unidades
Hospitalares, nestas regides de elevada prevaléncia de TB, como nos grandes
centros urbanos no Brasil, uma abordagem mais propositiva na analise dos
fatores associados ao desenvolvimento da TB infeccdo/doenca nas formas
graves. Tal abordagem deve ndo so6 incluir fatores ligados ao micrébio, mas
também de fatores ligados ao hospedeiro e aos aspectos nutricionais.

A desnutricdo observada entre pacientes com TB pode estar associada
a diminuicdo na ingestdo de alimentos devido a falta de apetite, a incapacidade

de adquirir alimentos ou ainda a diminuicdo na absor¢cdo de micronutrientes



(Theodore Niyongabo e col. 1998; Neil Metcalfe, 2005). A desnutricdo per se
causa uma imunodepressdo, presente em pacientes com TB, especialmente
aqueles portadores de co-morbidades como infeccéo por HIV, e esta associada
com elevada taxa de morbi/mortaldiade (Nunn e cols, 1992; Sittmann e cols
1995). A inflamacéo sistémica observada nestes pacientes desnutridos é
mediada por meio da ativacdo do sistema imune, com uma producao excessiva
de citocinas, como a interleucina-1 (IL-1), IL-2, interferon-y (IFN-y) e TNF-a
(Murray e cols, 1984; Macallan e cols 1992). Seguindo ao processo inflamatorio
uma resposta de fase aguda, € observada a elevacdo de mediadores
importantes como a Proteina C reativa (PCR), uma proteina sintetizada pelo
figado em resposta as citocinas, para combater a invasao de antigenos e que
reflete uma resposta inflamatoria sistémica (Wigmore e cols. 1998). Em
paralelo, ha descricdo de elevados niveis séricos de acido urico, marcador de
inflamacdo para doencas cardiovasculares (Leyva e cols. 1998), que
recentemente, também tem sido descritos niveis elevados em pacientes com
TB pulmonar.

Apesar da elevada prevaléncia de TB e desnutricdo entre pacientes
soropositivos para HIV, sdo escassos os dados sobre o estado nutricional de
pacientes co-infectados por TB/HIV em paises em desenvolvimento como o
Brasil. As informacdes descritas referem-se apenas na antropometria e
albuminemia (Nunn e cols, 1992; Harries e cols, 1988, Kennedy e cols, 1996).
Além disso, os fatores associados a variacdo inter-individual na
susceptibilidade a Infeccdo/doenca da TB ainda é pouco entendida. Acredita-se
que fatores genéticos tenham um papel importante no controle da

susceptibilidade ao bacilo da TB e possivelmente também nos fatores
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associados a ocorréncia de caquexia e desnutricdo, observada nestes
pacientes. O conhecimento dos genes envolvidos nestes processos e as
interacbes dentro dos padrbes de resposta imune poderdo auxiliar na
identificacdo de melhores marcadores de protegao contra a ocorréncia de TB, e
TB/HIV (Ottenhoff e cols, 2005).

O impacto negativo da desnutricAo na diminuicdo da qualidade da
resposta imunitaria humana face aos diferentes patdégenos foi claramente
demonstrada, especialmente em condi¢cbes extremas, em diversos modelos de
experimentacdo animal (Mainali & McMurray, 1998). Entretanto, o0s
mecanismos por meio dos quais a desnutricdo interfere na resposta imunitéria
humana permanecem pouco conhecidos. No interesse de contribuir para o
esclarecimento destes mecanismos, realizamos um estudo longitudinal, onde
foram incluidos pacientes com TB pulmonar ativa, em diferentes graus de
desnutricdo, internados em dois hospitais de referéncia no Estado do Rio de
Janeiro, e acompanhados durantes 60 dias. Neste periodo, avaliou-se a
evolucao clinico-radioldgica e bacteriologica, a variagdo nos niveis séricos de
alguns importantes marcadores inflamatorios e imunolégicos e sua possivel

relacdo com polimorfismos genéticos em genes da resposta pré — inflamatorias.



2 Objetivos

2.1 Geral

Identificar potenciais marcadores inflamatérios e imunogenéticos e
associa-los a gravidade da tuberculose pulmonar em pacientes internados
classificados em diferentes graus de desnutricdo durante a evolucao clinico-

radiolégica em pelo menos 60 dias de internacéo hospitalar.

2.2 Especificos

) descrever 0s niveis séricos de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
proteina c-reativa e a velocidade de hemossedimentacdo (VHS)
(marcadores inflamatdrios), assim como a contagem dos linfocitos
totais e CD4+;

i) descrever a variabilidade genética nos genes de TNF-a e proteina C
reativa e a sua relacdo com os niveis séricos;

i) descrever a associacdo entre as diferentes medidas das variaveis
citadas acima com a gravidade clinica/desnutricdo/inflamacdo em

pacientes com TB pulmonar.



3 Revisao da Literatura

3.1 Epidemiologia da TB

A TB é uma enfermidade infecto-contagiosa de evolucéo lenta, cerca de
5-6 milhdes de casos ocorreram em pessoas ha faixa etaria de 15-49 anos na
década de 90, sendo o maior nimero de Obitos concentrado no grupo com
idade economicamente ativa (70 a 80% dos casos) (Aisu e cols, 1995; Narain e
cols 1992).

A distribuicdo geografica da TB em relacdo a incidéncia, ainda hoje varia
muito dependendo das condi¢cdes ambientais tais como estilo de vida, condi¢cao
sécio-econdmica, exposicado ocupacional, e infeccao por HIV, como também de
fatores genéticos e ambientais (WHO, 2002).

O individuo infectado por M. tuberculosis apresenta um risco de
desenvolver a forma ativa de TB de 5 a 10% ao longo de sua vida (Aisu e cols,
1995; Narain e cols 1992). Embora cerca de 90% das pessoas infectadas
imunocompetentes jamais desenvolvam a doenca, eles permanecerdo sob
risco, dependendo da capacidade de seu sistema imune de impedir que o
bacilo se multiplique no interior de seu organismo. Esta evolugcéao natural da TB
latente foi dramaticamente modificada apos o advento da pandemia de AIDS. A
disfuncéo imune decorrente da infeccdo por HIV aumenta o risco de reativacéo
de TB latente de 5 a 15% por ano em pacientes co-infectados comparados ao
portador imunocompetente (Cahn e cols, 2003). Assim, parece claro que a
relativa incapacidade do nosso sistema imune em esterilizar uma lesdo de TB
apos a infeccao primaria contribui para a persisténcia da infeccéo latente, e um
risco de reativacdo, principalmente em regides de elevada prevaléncia de

infeccdo por HIV, resultando no aumento da TB em nivel mundial (Ho, 1997).



Nas Américas foram registrados cerca de 235.000 casos de TB entre
2001 e 2002, sendo que o Brasil ficou em 1° lugar com 79.251 casos seguido
do Peru com 38.661 e México com 18.879 casos (WHO 2002).

Segundo dados do IBGE, o Brasil possui cerca de 180 milhdes de
habitantes e um Sistema Federativo estruturado em trés areas politico-
administrativas; Unido, composta por 27 Estados, 5.560 Cidades e um Distrito
Federal e segundo as estimativas da OMS ocupa o 16° lugar num grupo
composto por 22 paises que sao responsaveis por cerca de 80% dos casos de
TB no mundo (WHO 2007).

No Brasil, o problema da TB reflete o estagio de desenvolvimento social
do pais. Os determinantes do estado de pobreza (desigualdades sociais), as
deficiéncias de organizacdo do Sistema de saude, as decisdes equivocadas de
gestdo e a baixa priorizacdo para os verdadeiros problemas da populagéo
brasileira limitam o uso da tecnologia disponivel, ou mesmo da avaliagdo de
novas tecnologias mais apropriadas para atual realidade e, por consequéncia,
inibem a queda efetiva dos indices das doenc¢as marcadas pelo contexto social,
como a TB. Esforgos em controlar a TB em nivel nacional tém sido insuficientes
para conter o crescimento do nimero de casos e o aparecimento de cepas
resistentes as drogas, principalmente em grandes centros urbanos e em
especial em ambientes fechados como hospitais, prisdes. (Kristki e Ruffino-
Netto 2000)

No Brasil, segundo dados obtidos no SINAN-TB em 2006, foram notificados
83.293 casos de TB ativa. A estratégia DOTS foi mencionada em Unidades de
Saude que notificaram 65.669 (78%) dos casos notificados. O abandono do

tratamento anti-TB foi maior em Unidades de Saude que ndo adotaram a
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estratégia DOTS (11,8%; 1924/16347) em comparacdo com Unidades de
Saulde que adotaram a DOTS (8,7%; 5631/64057). Em grandes metrépoles,
como RJ e SP, 28% a 32% dos casos de TB sé&o notificados em hospitais, com
letalidade de TB superior a 30%, usualmente associada ao HIV/AIDS, outras
co-morbidades e desnutri¢cdo.

No Estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2001 a 2006, foram
notificados respectivamente 1268 e 1203 pacientes co-infectados por TB e HIV.
Para 45% destes pacientes, o diagnostico e a notificagdo ocorreram em nivel
hospitalar, em sua grande maioria com apresentagdo clinica e nutricional de
elevada gravidade. (Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro, 2007)

Na cidade do Rio de Janeiro, em 2006, entre 5139 casos novos de TB,
2272 (44%) iniciaram o tratamento sem confirmacdo bacteriologica [1129 com
baciloscopia negativa (21%) e 1143 (22%) nao realizaram baciloscopia. Em
2005, ao nivel nacional a taxa de mortalidade por TB era de 3,1/100,000hab e
no Estado do Rio de Janeiro de 5.2/100.000hab, correspondendo a 793
pacientes que evoluiram para o 6bito. Andlise detalhada de 74 6bitos por TB
ocorridos em dois hospitais gerais com emergéncia, mostrou que em nenhum
caso foi solicitada a cultura para micobactéria, e a maioria apresentava

desnutricdo grave. (SINAN -TB)

3.2 Tuberculose e Desnutricdo

Em 2004, Kornman KS e cols 2004, ao descreverem o0 termo
nutrigendmica e suas aplicagdes, de modo original, sugeriram que o papel da
desnutricdo e da inflamacé&o na ocorréncia de determinadas enfermidades e na
sua taxa de morbi/mortalidade deveriam ser revalorizadas como uma nova

abordagem nos estudos imunogenéticos e clinico-epidemiologicos. Pois foi
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demonstrado que o uso de diferentes componentes na dieta, poderia ativar
fatores de transcricdo especificos diretamente ou indiretamente por meio da
alteracdo do estado de oxidacdo/reducdo das células do hospedeiro. Tais
interagbes promovem modificacdes no perfil de expressao de alguns genes que
codificam para diferentes citocinas envolvidas no processo efetivo inflamatério
e anti-inflamatério e podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento e evolucdo de determinadas enfermidades (Kornman e cols,
2004).

O diagnéstico da desnutricdo passou a ser considerado de elevada
importancia na abordagem diagnéstica e terapéutica dos doentes (Correa e
cols, 1998). A desnutricdo protéico-caldrica afeta o sistema imunoldgico em
todas as suas etapas causando um complexo de imunodeficiéncia secundaria
(Correa e cols, 2002). Entretanto, sdo escassos 0s estudos que analisaram de
modo distinto o papel da desnutricdo e da resposta inflamatoria nos pacientes
com doencas infecciosas (Duarte 2003).

A maioria dos estudos refere-se as intervencdes nutricionais especificas,
como uma avaliagdo nutricional e o uso de terapias como a Nutricido Enteral
(NE) e a Nutricao Parenteral Total (NPT) com a finalidade de reduzir o impacto
da desnutricdo que, freqiientemente, acomete os pacientes hospitalizados com
infeccdes graves por germes inespecificos (Waitzberg 2000).

Mais recentemente, estudos realizados em humanos demonstraram que
o estado nutricional é de fato relevante na susceptibilidade a infeccéo
tuberculosa (Cegielski e col, 2004). E importante ressaltar que, a desnutricdo e
a resposta inflamatoria em pacientes com TB pulmonar podem resultar do

impacto do processo infeccioso instalado e/ou pode ser fator predisponente
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para a ocorréncia de formas grave e maior morbi/mortalidade. Pois, o processo
infeccioso caracteriza-se por anorexia, deficiéncia na absorcao intestinal de
nutrientes, aumento do catabolismo e de citocinas tipo TNF-a e IL-6. Tais
citocinas induzem a febre, a sintese hepatica de proteinas de fase aguda e
subsequente inibicdo da producdo de albumina, diminuicdo grave de ferro
sérico e de certos micronutrientes essenciais: zinco, vitamina A, retinol sérico e
outros (Ginzburg e col. 1990; Beisel e col, 1990; Mitra e col, 1998; Taneja e col.
1990, Ownbalii e col, 1998; Karyad e col, 2000; Mugusi e col, 2003).

Em 2004, em um estudo transversal realizado em Malawi, 319 pacientes
com TB pulmonar, a desnutricdo esteve associada significantemente com a
ocorréncia de formas graves (Van Lettow e cols, 2004)

Nyongabo e cols 1999 avaliaram medidas antropométricas e
bioguimicas em pacientes com TB em Burundi e identificaram que pacientes
co-infectados com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) apresentavam
pior prognostico associado a desnutricdo. No Sri Lanka, Metcalfe (Neil
Metcalfe, 2005) observou que pacientes com TB apresentavam elevado grau
de desnutricdo. Um estudo conduzido no Brasil, constatou que 77% dos
pacientes com diagnostico de TB encaminhados para atendimento em um
Hospital Universitario, num periodo de 6 meses, apresentavam sinais e
sintomas de desnutricdo quando submetidos a uma técnica de avaliacao
subjetiva (Cardoso e cols 2004).

Caquexia, uma desnutricdo grave, € classificada como um “status”
metabdlico complexo com perda progressiva de peso e deplecdo das reservas
do hospedeiro, tecido adiposo e musculo esquelético. Caquexia é caracterizada

por perda involuntaria de peso maior do que 15% num periodo de 6 meses
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(Inui 2002). Além das mudancgas metabdlicas, a caquexia pode estar associada
com anorexia em pacientes com TB que podem ter interferéncias mecanicas
como obstrucao, assim como toxicidade relacionada ao uso dos medicamentos
anti-TB. Pacientes recebendo quimioterapia que apresentam nauseas, vomitos
e diarréia podem também evoluir com perda de peso. (Tisdale 2001)

A producgédo elevada de citocinas pro-inflamatorias como IL-1 e TNF-a
sao associadas com inducéo de caquexia, anorexia, perda de peso e disfuncéo
cognitiva. (Roubenoff e cols, 2003; Wilkinson e cols, 1999). As citocinas séo
proteinas produzidas por células inflamatorias que funcionam como
mediadores paracrinos intracelulares. O processo inflamatorio, que se segue a
infecc@o por M. tuberculosis, ativa uma série de vias de producgéo de citocinas
(Kotler 2000). As citocinas também ativam o sistema proteolitico mediado por
ubiquitina que é o0 maior sistema envolvido em doencas relatadas ao
hipercatabolismo (Mitch e cols 1996). Ubiquitina € um polipeptidio altamente
conservado de 76 aminoacidos que ativam proteinas especificas no musculo
esquelético (Shintani e cols, 1995; Pende e cols 1990;).

Citocinas também estimulam a liberacdo do cortisol e catecolaminas da
glandula adrenal. Cortisol promove a propagacdo da atividade de sistemas
ubiquitina—proteossoma e catecolaminas levando a um aumento no grau
metabdlico restante. Citocinas induzem lipdlise e B-oxidacédo. A atividade de
gorduras e lipoproteina lipase do figado diminui, enquanto atividade de
receptores de LDL nos hepatécitos aumenta (Liao e cols, 1994; Feingold e cols,
1994). Todos estes processos resultam em um balanco negativo de energia e

perda de peso (Kotler 2000).
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3.3 Tuberculose e a Resposta Imunoldgica

Uma interacdo coordenada entre a resposta inata e a adaptativa é
essencial ao combate a tuberculose. (Ferraz e cols. 2006).

M. tuberculosis € um patdgeno intracelular obrigatoriamente aerdbico
que tem uma predilecdo pelo tecido pulmonar rico em oxigénio. O bacilo entra
Nno organismo na via respiratOria e pode se espalhar a partir do pulméao, por
meio dos vasos linfaticos ou sanguineos, para outras partes do corpo. A TB
extrapulmonar da pleura, linfaticos, ossos, sistema genito-urinario, meninges,
peritdnio, ou pele ocorre em cerca de 15 por cento do total de pacientes com
tuberculose (Raja A. 2004).

A fagocitose de M. tuberculosis por macréfagos alveolares € o primeiro
evento na relacdo hospedeiro-agente patogénico que decide o desfecho da
infeccdo. Dentro de 2 a 6 semanas de infec¢cdo, a imunidade mediada por
células se desenvolve, seguido de um influxo de linfécitos e macréfagos
ativados na lesao, o que resulta na formacgéao do granuloma. (Raja A. 2004)

Granulomas séo formados pelo agrupamento de células mononucleares
que foram recrutadas para os locais da infeccdo formando uma estrutura
complexa. (Volkman e cols. 2004). As quimiocinas contribuem para a migracéo
e localizagdo assim como na diferenciacdo da resposta mediada por células T.
( Flynn e cols. 2001) e juntamente com moléculas de adesdo sdo importantes
na formacdo do granuloma, que contém principalmente macréfagos, células
epitelibides e células gigantes multinucleadas (MGC), também chamadas
células gigantes de Langhans. (Saunders e Cooper 2000; Toossi e Ellner 2001)
Sua principal funcdo € conter a infeccdo evitando, assim que as bactérias se

espalhem em torno de tecidos saudaveis e de outros 6rgdos, além de
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concentrar a resposta imunoldgica numa area infecciosa delimitada. (Ulrichs e
Kaufmann 2006; Flynn e Chan 2005)

Os macrofagos mortos ficam retidos no centro do granuloma, onde
ocorre a formacdo do “caseum”, devido a liquefacdo do tecido. Os bacilos
também podem permanecer no interior do granuloma durante décadas, serem
reativados mais tarde ou podem ser eliminados pelas vias aéreas apés um
enorme aumento de tamanho e necrose dos brénquios (Raja A. 2004). A TB
doenca aparece apds a eclosdo dos bacilos em crescimento e a ruptura do
granuloma o que leva as cavitagBes pulmonares (Ulrichs e Kaufmann 2006;
Flynn e Chan 2005).

A interagcdo macrofagos-micobactéria e o papel dos macréfagos na
resposta imunoldgica ocorrem da seguinte forma: macrofago adere a superficie
de M. tuberculosis, é internalizado por meio de fagossoma, seguido da fuséo
do fagossoma com o lisossoma, com subseqiente morte ou inibicdo da
multiplicacdo bacilar, e, recrutamento de células de resposta inflamatoéria local
e apresentacdo de antigenos as células T para o desenvolvimento da
imunidade adquirida (Raja A. 2004).

O controle da infeccdo por M. tuberculosis é baseado na resposta por
células do tipo Thl induzido pela producéo de IL-12, que por sua vez induz a
fagocitose do bacilo pelos macréfagos e células dendriticas. A resposta imune
adquirida contra a micobactéria envolve os linfocitos T ativando os macrofagos,
com consequente liberacéo de citocinas como o interferon- y (IFN-y) e TNF- a.
(Flynn e cols. 2001). Estas citocinas sdo importantes na ativagao celular,
formacdo de granulomas: a) o TNF-a funciona como um gatilho para a

expressdo de quimiocinas por macrofagos que trazem células para o local da
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infeccdo (Ferraz e cols, 2006); b) o IFN-y é uma citocina importante no controle
de M. tuberculosis, ele € produzido tanto por células CD4+ como CD8+ e
apesar de ativar macrofagos, sua producdo isolada parecer ser insuficiente
para controlar a micobactéria. ( Flynn e cols. 2001).

Em estudos in vitro, TNF-a e IFN-y induzem macréfagos murinos a
produzir substancias microbicidas. Estas citocinas atuam sinergicamente e
ativam o mecanismo responsavel pela producdo de 6xido nitrico e espécies
reativas de nitrogénio (RNI) por macréfagos através da ativagdo de uma
enzima chamada Oxido nitrico sintase (NOS2): essas citocinas ativam a
expressao da cascata geradora de RNI. ( Flynn e cols. 2001). Espécies reativas
de nitrogénio (RNI) e de oxigénio (ROI) produzidas por macrofagos séao
importantes defesas contra a invasdo da micobactéria. (Master e cols. 2002).
Quando ativados por linfécitos estimulados, os macréfagos sao capazes de
liberar produtos com atividade micobactericida. O peroxido de hidrogénio
(H202), uma das espécies intermediarias reativas de oxigénio (ROI) gerada
pelos macréfagos via “burst” oxidativa foi a primeira molécula a ter os efeitos
descritos. IFN-y foi identificada como o desencadeador dessa atividade
microbicida nos macréfagos murinos. ( Flynn e cols. 2001).

O oOxido nitrico e seus metabdlitos representam uma das maiores
defesas antimicrobiana dos macréfagos. Outro mecanismo de defesa
antimicrobiana é baseado na transferéncia de um elétron a partir do NADPH a
uma molécula de oxigénio pela enzima NADPH-oxidase. (North e Jung 2004).

Camundongos depletados para o gene de NOS2 (enzima responsavel

pela producdo de 6xido nitrico) séo incapazes de se defenderem da infecgéo
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contra M. tuberculosis, enquanto que camundongos que nao produzem a
NADPH-oxidase apenas se mostraram mais susceptiveis. (North e Jung 2004).

O TNFa € uma citocina pro-inflamatéria com uma longa histéria na
investigacdo cientifica da patogénese da TB. E primariamente produzida por
fagdcitos mononucleares derivados de mondcitos e tem efeitos pleiotropicos na
resposta imune do hospedeiro a microorganismos. Acredita-se que esta
citocina desempenhe uma ampla gama de atividades bioldgicas incluindo
ativacdo e diferenciacdo de macrofago e mondcitos, induzidos pela expresséo
de moléculas de adesdo (ELAM-1 e ICAM-1) em células endoteliais,
favorecendo a migracdo de leucdcitos, neutréfilos e células NK aos sitios
inflamatorios (Vassali, 1992). TNF-a € capaz de induzir a producéo de radicais
intermediarios de oxigénio e nitrogénio e de regular a expressdo de MHC de
classe Il na superficie de membrana dos mondcitos. Pode também atuar
regulando fatores envolvidos nos processos de coagulacdo, fatores
hematopoiéticos, necrose hemorragica, formagdo de granuloma e
possivelmente inducdo de estados inflamatoérios persistentes (Vassali, 1992).
Produzido em gquantidades apropriadas, TNF -a pode ter um efeito protetor e
potencialmente importante na resposta a infeccdes bacterianas e parasitarias.
E um mediador essencial nas respostas inflamatorias, tendo efeitos no
remodelamento tecidual, na proliferacdo e na viabilidade celular. (Vassali,
1992). Para limitar a resposta inflamatoria, citocinas antiinflamatérias como o

TGF-B, e IL-10 s&o requeridas. (Wilkinson e cols. 1999).
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3.3.1 Marcadores Inflamat6rios

Algumas proteinas sdo usadas como marcadores da resposta
inflamatoria, como a proteina C-reativa (PCR), cuja elevagao nos niveis séricos
é considerada um indicador de resposta de fase aguda. A proteina c-reativa foi
descoberta em 1930 por Tillet e Francis durante seus estudos de pacientes
com pneumonia aguda. A proteina c-reativa humana consiste de 5
subunidades de 206 aminoacidos com ligacbes ndo covalentes. A molécula
tem uma face ligante que contém um sitio dependente de Ca®** e uma face
capaz de ativar as cascatas do sistema complemento e também a imunidade
mediada por células por meio de sua ligacdo ao receptor Fc da imunoglobulina
G. O aumento dos niveis séricos de proteina c-reativaapos uma lesao no tecido
€ rapida e robusta, cujos niveis aumentam em 1000 vezes em apenas 24
horas. Esta caracteristica faz da proteina c-reativa um marcador clinico do
estado geral de saude do paciente e tem sido usado ha décadas (Hage e cols.
2007).

Na resposta imune aguda, uma vez ativados, os leucdcitos iniciam a
producdo de diferentes citocinas e principalmente a IL-6 junto com a IL-1
estimulam os hepatdcitos a produzir RNAm para producéo de proteinas de fase
aguda (fibrinogénio, proteina c-reativa, etc). (Santos W.B. e cols 2003 ; Hage e
cols. 2007).

Em um estudo realizado em 1966 por Haghighi e cols, foi demonstrado
que a proteina c-reativa € elevada em pacientes com TB grave e diminui de
acordo com o transcorrer do tratamento.

Por outro lado a proteina c-reativa apresenta acao antiinflamatéria ao

inibir a adesdo de neutréfilos e células endoteliais por meio da inibicdo da
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expressdo de moléculas de adesdo e da producdo de superoxido pelos
neutroéfilos e, também ao estimular a sintese de antagonista do receptor de IL-1
pelos mondcitos. (Santos W.B. e cols 2003).

Outro marcador inflamatério comumente descrito é o acido urico. (Leyva
e cols. 1998). A constatacéo da hiperuricemia em doencas crénicas do coragéo
surgiu no contexto de um crescente reconhecimento de que a insuficiéncia
cardiaca crbnica esta associada com inflamacéo crbénica, como sugerida pelas
elevacbes nas citocinas circulantes (Levine e cols. 1990; Anker e cols. 1997) e
seus receptores solaveis (Ferrari e cols 1995; Anker e cols. 1997), além de
aumento dos niveis de moléculas aderéncia (Tsutamoto e cols. 1995). Assim,
varios estudos tém ligado o metabolismo do &cido Urico a uma resposta
inflamatoria (Leyva e cols. 1998). A xantina oxidase, que converte hipoxantina
e xantina ao acido urico, € um importante mediador da inflamacéo (Hellsten e
cols 1997). A capacidade de xantina oxidase para gerar superoxido radicais
livres (Ashraf e Samra 1993; Lazzarino e cols. 1994) é importante no estimulo a
expressdo das moléculas de aderéncia aos leucdcitos (Sluiter e cols. 1993) e
na ativacdo (Grum e cols. 1990; Gaboury e cols. 1993) e aderéncia de
leucécitos a endotélios danificados (Ferrel e cols. 1992; Ricevuti e cols. 1991).

E possivel também avaliar infecgéo e inflamagcéo sistémica indiretamente
utilizando a velocidade de hemossedimentacdo (VHS). Uma elevada VHS é
conhecida por ser um marcador inespecifico, mas confiavel de infeccdo e
inflamagé&o. (Dacie e Lewis 1995; Saadeh 1998; Anders Larsson e Lars-Olof
Hansson 2005)

A velocidade de hemossedimentacdo € um teste simples e barato de

laboratério, comumente utilizada para avaliar a fase de resposta aguda. Assim,
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ela apresenta um importante marcador em diferentes condi¢gfes clinicas tanto
inflamatorias quanto em néao inflamatorias (Saadeh 1998). A VHS é o resultado
entre as forcas de sedimentacdo das hemacias e das substancias plasméticas,
principalmente o fibrinogénio e as proteinas de fase aguda. Em condicdes
normais as hemacias se mantém afastadas, j& na presenca de processos
inflamatdrios ocorre uma agregacdo maior das hemécias. Esse fenémeno
favorece o0 aumento da velocidade de sedimentacdo das hemécias. Uma
amostra de sangue colocada em um tubo vertical em repouso faz com que os
eritrocitos desgam até o fundo, essa distancia em milimetros que os eritrocitos
percorrem em 60 minutos € o método utilizado para verificar a velocidade de

hemossedimentacédo. (Lanzara G. A. e cols. 2001)

3.4 Imunogenética e Tuberculose

O desenvolvimento de estudos populacionais que permitem uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na susceptibilidade ou prote¢do ao
desenvolvimento da TB ativa e/ou TB latente tornou-se um importante campo de
investigagdo. O estabelecimento de uma resposta imune eficiente envolve varias
moléculas, das quais, as citocinas tém um papel relevante. As citocinas atuam
numa complexa rede coordenada, na qual elas induzem e reprimem nao
somente sua prépria sintese como também a de outras citocinas e receptores.
Além disso, é fato conhecido que varias citocinas sao pleiotropicas enquanto
outras sao redundantes prejudicando assim os estudos para andlise tanto da
funcdo individual de uma citocina como a sua possivel influéncia de
polimorfismos genéticos na regulagdo da expressao génica e desenvolvimento

de doenca e/ou infeccao (Balkwill, e cols, 1989).
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A patogenia de muitas doencas infecciosas, auto-imunes e malignas,
parece ser influenciada pelo equilibrio na producdo de citocinas pro e
antiinflamatdrias. Uma vez que o nivel de producéo de diferentes citocinas varia
entre individuos expostos ao mesmo estimulo, diferencas no perfil genético que
levam a regulacéo da expresséo génica podem refletir na sua resposta. Assim, a
variacdo na producdo de citocinas pode estar relacionada com o perfil genético
do hospedeiro (Bidwell e cols, 1999).

Dados da literatura demonstram que polimorfismos genéticos presentes
dentro da regido regulatéria de varios genes que codificam para citocinas estao
associados com regulagéo positiva ou negativa da expressado génica, levando as
diferengas na producdo das mesmas. Ultimamente, polimorfismos de base uUnica
(SNPs) presentes na regido promotora de diferentes genes de citocinas foram
descritos como associados com susceptibilidade e/ou protecdo a um grande
namero de diferentes doencas etioldgicas (Bidwell e cols, 1999).

Dados epidemiolégicos oriundos de estudos com gémeos univitelineos
claramente indicam que, a susceptibilidade ao adoecimento por TB apresenta
determinante genético (Comstock, 1978). Varios estudos relataram um aumento
na frequéncia de HLA-DR2 em pacientes com TB pulmonar (TBP) na Indonésia
(Bothamley e cols, 1989) e na india (Brahmajothi e cols, 1991; Rajalingam e cols,
1996).

Estudos de associacdo baseados em familia, também mostraram
evidéncias do papel do HLA-DR2 na ocorréncia de TB. Recentes estudos com
métodos de tipagem molecular que utilizaram DNA na andlise mostraram
aumento na freqiéncia de DRB1*1501 (um alelo DR2) em pacientes com TB

pulmonar na india (Mehra e cols, 1995; Ravikumar e cols, 1999), no México
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(Teran-Escandon e cols, 1999) e dois alelos DQ1, DQB1*0503 no Camboja
(Goldfeld e cols, 1998).

A proteina 1 de macréfago associada a resisténcia natural (Nrampl) foi
inicialmente identificada como um gene (Bcg) de susceptibilidade a infeccao por
micobactéria em camundongos (Skamene e cols, 1982). Seu homdlogo humano
foi identificado, clonado, e variacdes deste gene foram analisadas em relacédo a
susceptibilidade ao desenvolvimento de TB ativa em varias populagdes. O
primeiro relato que referiu uma associacao entre susceptibilidade a TB ativa e o
gene NRAMP consistiu num estudo do tipo caso controle conduzido na Gambia,
no qual quatro diferentes polimorfismos no gene NRAMP foram identificados e
associados com susceptibiidade a TB ativa (Bellamy e cols, 1998).
Posteriormente, a associacdo de polimorfismo neste gene com susceptibilidade
a TB foi também demonstrada na Korea (Ryu e cols, 2000), no Japado (Gao e
cols, 2000) e entre familias aborigines canadenses (Greenwood e cols, 2000).

Mais recentemente foi demonstrado que a forma ativa da vitamina D,
também pode estar relacionada com susceptibilidade e/ou protecdo a TB, pois
ela pode estar diretamente associada a diferenciagéo, crescimento e funcdo de
varios tipos celulares, incluindo as células dendriticas (Rockett e cols, 1998;
Rook e cols, 1986).

Uma outra proteina importante que apresenta uma grande variabilidade
genética € a lecitina de ligagdo de manose (MBL). Trata-se de uma proteina do
soro produzida pelo figado que se liga a superficie microbiana e ativa o sistema
complemento (Neth e cols, 2000). O papel de polimorfismo nesta proteina, e
consequente perda de sua funcao foram analisados na TB e um estudo na india,

a frequéncia de homozigotos mutantes no MBL foi maior no grupo de pacientes
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do que em controles (Selvaraj e cols, 1999). Entretanto, nenhuma associagao foi
encontrada na Gambia (Bellamy e cols, 1998) e um alelo mutante de MBL foi
associado com protec&o contra TBP no sul da Africa (Hoal-Vn e cols, 1999).

O papel do TNF-a durante uma infeccdo micobacteriana € complexo,
mediando tanto o sistema associado a protecdo imune como o dano tecidual
(Bekker e cols, 2000; Tsenova e cols, 1999). Entretanto, uma elevada
concentracdo de TNF-a pode ser responsavel pela sindrome téxica, necrose
tecidual e caquexia que acompanha o desenvolvimento da TB (Gladys e cols,
2005). Além disto, elevados niveis séricos de TNF-a podem também estar
associados com piora clinica observada precocemente durante tratamento de
TB grave. Uma vez que a superproducdo desta citocina € deletéria para o
organismo, um controle altamente estringente de sua sintese € imposto pela
célula, levando a uma forte regulacédo na expressao deste gene que pode se
dar tanto em nivel transcricional como pdés-transcricional (Pociot e cols., 1995).

O gene de TNFa esta localizado no braco curto do cromossomo 6,
dentro de uma regido de 7 kilobases (Kb). Os antigenos leucocitarios humanos
(HLA) estéo localizados na regido 6p21.1-p21.3, e incluem varias familias de
genes. Por uma andlise da disposi¢ao dos varios loci, a regiao de classe Il, DR,
e a regiao de classe lll sdo separadas por cerca de 400kb. A regido classe Ili
do gene C2 é separada da regido classe |, HLA B, por 600 kb. Na interse¢éo
deste intervalo estdo incluidos os genes que codificam para TNFa e LTa
(Hajeer e cols, 2001).

Sequéncias acima da regido codificante do gene de TNF-a controlam a
transcricdo do mesmo. Uma vez que os niveis da proteina circulante variam

entre individuos, pode se inferir que existe um tipo de rede complexa de fatores
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estimulantes e inibidores de TNF-a: a) trabalhando simultaneamente, ou
apresentando uma heterogeneidade individual na regulacdo da expressao do
mesmo; b) e/ou susceptibilidade aos efeitos da producdo do TNF-a. Assim, o
"background" genético dos diferentes individuos certamente estd em promover
niveis elevados de producao desta citocina apos o devido estimulo e aumentar a
susceptibilidade para o desenvolvimento de determinadas enfermidades ou
aumentar a resisténcia as mesmas. (Mira e cols, 1996)

Varios estudos investigaram a associagdo entre diferentes alelos de TNF-
a e infeccdo viral. O alelo —238A foi associado com infec¢do crénica pelo virus
da hepatite B e C. Nenhuma associacao foi feita para o alelo —308A (Hohler e
cols, 1998).

Em nosso, meio Oliveira e cols 2004 relataram uma associacao do alelo -
238 do gene que codifica para TNF alfa (que induz a diminuicdo e seus niveis
séricos) com susceptibilidade a desenvolver formas graves de TB assim como
ao maior risco de adquirir infecgcdo por M. tuberculosis Entre contatos intra-
domiciliares. Amim e cols descreveram uma associacao significativa entre a
presenca do alelo A da (+874) do gene que codifica para IFNy (que induz a
diminuicdo dos de seus niveis séricos) e a ocorréncia de TB ativa.

O gene gque codifica a proteina C-reativa, proteina de fase aguda, usada
como um marcador da inflagdo se encontra no cromossomo 1923 dentro de uma
regido conservada. Este gene codifica proteinas criticas do sistema imunoldgico
e da comunicacdo intercelular. Alguns estudos tém demonstrado que
polimorfismos dentro do gene que codifica a proteina c-reativa estdo associados
com diminuicdo no nivel plasmatico desta proteina. (Suk e cols 2005). A

sequéncia do gene da proteina c-reativa foi simultaneamente determinada por
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dois diferentes grupos de pesquisa (Floyd-Smith G e cols 1986 e Walsh MT e
cols 1996), e ambos reportaram que o gene é composto de 1 intron separado por
2 exdns. (Hage e cols. 2007). A regulacdo da expressao da proteina c-reativa
ocorre principalmente em nivel transcricional e a IL-6 agindo sinergicamente com
IL-1 sdo as maiores indutoras da liberagcdo de proteina c-reativa. (Hage e cols.
2007). Uma vez que foi estabelecido que as diferengas nos niveis séricos
pudessem estar associadas com as diferencas genéticas, esforcos foram
realizados para se tentar identificar os polimorfismos que afetam diretamente o
nivel da proteina no sangue. (Hage e cols. 2007). O polimorfismo no exon 2 da
regido 1059G>C da proteina c-reativatem sido relacionado com muitas doencgas,
entre elas as cardiovasculares ( Suk e cols 2005) e doenca de Cronh’s
(Thalmaier e cols 2006). Outros polimorfismos tém sido descritos alguns
associados com o gendtipo e o risco da doencga e outros com o nivel de proteina
c-reativacirculante. (Sheu e cols 2007; Brull e cols 2003).

E importante ressaltar a auséncia de estudos que analisem a desnutri¢éo
e como a caréncia de micronutrientes pode influenciar na resposta imunoldgica
frente a infeccdo por M. tuberculosis. Estudos desta natureza poderiam
proporcionar um melhor entendimento sobre a resposta inflamatéria e como
atuam os marcadores inflamatérios em pacientes desnutridos e qual a influéncia
desta condi¢do no desfecho clinico da doenca.

De uma maneira original este estudo aborda avaliacdo de marcadores
inflamatorios e imunoldgicos em pacientes internados com TB pulmonar, com
diferentes graus de desnutricdo, avaliamos também de maneira inédita como
polimorfismos genéticos em genes da resposta imune e inflamatéria poderiam

estar associados a resposta de fase aguda observada nestes pacientes.
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Uma vez que a resposta imune a TB ativa e/ou infeccdo também é
controlada por fatores genéticos (entre outros) (Casanova & Abel, 2002), o
estudo da variabilidade genética, e a associagdo com TB compreende um
caminho promissor, pois podem contribuir na identificagdo de potenciais
marcadores de susceptibilidade e protecéo a infeccéo por M. tuberculosis.

O estudo de fatores do hospedeiro e sua contribuicdo genética no
desenvolvimento de doencas infecciosas, orientam para questdes
fundamentais no entendimento de enfermidades como a TB. Contudo, a
despeito da enorme variabilidade genética nas diferentes populagdes, se faz
necessario também o entendimento de bases genéticas da populagéo
brasileira, que apresenta caracteristicas bem distintas das populacdes

relatadas em outras séries de pacientes.
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4 Paciente e Método

4.1 Modelo de estudo
Estudo descritivo observacional e longitudinal realizado em pacientes
internados em dois Hospitais de referéncia no atendimento de TB no Estado do

Rio de Janeiro.

4.2 Periodo do Estudo
Foram arrolados neste estudo os pacientes atendidos no Hospital
Estadual Santa Maria (HESM) e Instituto Estadual de Doencas do Térax Ary
Parreiras (IETAP) no Estado do Rio de Janeiro com diagnéstico de TB

pulmonar no periodo de maio de 2007 a maio de 2008.

4.3 Local do estudo

O HESM e o IETAP constituem as duas unidades hospitalares estaduais
que sao referéncias para a internacdo de pacientes portadores de TB e co-
infeccdo TB/HIV no Estado do Rio de Janeiro. O HESM localiza-se no
municipio do Rio de Janeiro, no bairro de Jacarepagud, area de planejamento 4
(AP4) e o IETAP no municipio de Niter6i. No HESM sé&o disponibilizados 77
leitos, sendo 14 para pacientes portadores da co-infecgédo TB e HIV. O IETAP

conta com 80 leitos, sendo que 15 para pacientes co-infectados TB/HIV

4.4 Populacao de referéncia e populacao de Estudo
4.4.1. Populacao de Referéncia
Pacientes com TB pulmonar internados em hospitais de referéncia no

Estado do Rio de janeiro.
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4.4.2. Populacao de Estudo
Pacientes internados nos dois hospitais com diagndstico bacteriolégico de TB
pulmonar que iniciaram o0 esquema anti-TB até 30 dias foram arrolados no
estudo. No protocolo, apds a inclusdo dos pacientes, procedeu-se a coleta de
dados de modo sistematizado, a histéria médico-hospitalar dos pacientes
descritas nos prontuérios e a informacao fornecida pelo paciente, seus médicos
assistentes, seus familiares e registro do servigo social.
4.5 Critérios de inclusdo

Foram incluidos neste estudo, de modo sistematico, pacientes de ambos
0S sexos, independente de cor e estado nutricional, infectados ou nao por HIV,
que: foram acompanhados durante o periodo de 60 dias com uso de
medicamentos anti-TB sob supervisdo, e apresentavam inicialmente
baciloscopia positiva no escarro espontaneo, cultura positiva para micobactéria
e subsequente confirmacdo da espécie como M. tuberculosis e forneceram
consentimento por escrito para participar do estudo. Todos os pacientes foram
avaliados em trés tempos: no inicio (tempo zero), em 30 dias (tempo 30) e em
60 dias (tempo 60), durante o periodo de internacdo nos hospitais

participantes.

4.6 Critérios de exclusao
Foram excluidos:
a) Pacientes que referiam uso de medicamentos anti-TB por mais de
30dias
b) Pacientes que realizaram hemotransfuséo.
c) Pacientes com neoplasias malignas, uso de drogas imunodepressoras,

idade inferior a 18 anos ou superior a 65 anos, diabetes mellitus insulino
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dependente ou insuficiéncia renal em programa de didlise
peritoneal/hemodialise.

d) Mulheres no periodo de gestacdo ou lactagéo.
Entre os 25 pacientes incluidos no estudo, 9 apresentaram pelo menos 1

episodio de TB no passado.

4.7 Instrumento de coleta de dados

O instrumento empregado na coleta de dados foi constituido por
questionario preenchido pelo entrevistador, por meio de entrevista e consulta
aos prontuarios medicos. A coleta de dados foi realizada por equipe de
profissionais treinada, recicladas e supervisionadas, visando garantir a
padronizacdo dos procedimentos.

As informacdes clinicas coletadas junto ao paciente foram: sinais e
sintomas da doenca, fatores de risco para TB, historia de TB e de outras
doencas prévias e dados socio-demograficos, através de questionario padréo.

A infeccdo por HIV e a definicdo de sindrome da imunodeficiéncia
adquirida foram baseadas no critério de Caracas.

Os pacientes foram submetidos a exame fisico com énfase no aparelho
respiratorio e na pesquisa de adenomegalias, visceromegalias, e marcadores
clinicos sugestivos de TB extrapulmonar ou disseminada.

Os exames radiologicos foram analisados por dois pneumologistas e
classificados quanto: achados tipicos de TB (infiltrado no lobo superior e/ou
segmento apical do lobo inferior), incluindo a presenca ou ndo de cavitacao;
achados compativeis com TB (adenomegalia hilar, mediastinal, padrao miliar
e/ou derrame pleural) ou achados atipicos (qualquer outro achado

radiologico), por meio de questionario padréo.
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4.8 Controle de qualidade

AplOs a coleta, o material biolégico (escarro e sangue) foi mantido
resfriado ou congelado conforme a especificidade do exame a ser feito até o
momento de uso garantindo assim a integridade da amostra. Foram
realizados testes para verificar a qualidade dos resultados das dosagens e a
concordancia dos laboratorios. Em periodos distintos, amostras de sangue de
trés pessoas saudaveis foram coletadas em trés aliqguotas de soro e de
sangue de cada uma, para respectivas analises das dosagens bioquimicas e
genotipagem nos genes alvos. Todos os testes tiveram uma variancia minima

em suas leituras, sendo considerados fidedignos.

4.9 Avaliagbes Antropométricas
O diagnostico do estado nutricional foi avaliado pela equipe de
nutricionistas participantes do projeto.

4.8.1 indice de Massa Corporal

Foi calculado a partir da relacdo entre o peso corporal atual em
quilogramas e a altura em metros ao quadrado mensurados por balanca
antropométrica conforme a seguinte expressao:

PESO ATUAL (Kg)
IMC= ALTURA(m 2)

Apresenta como faixa de normalidade os valores entre 19 e 26.

Aqueles inferiores a 19 indicam possibilidade de desnutricdo, enquanto valores

acima de 26 obesidade.
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IMC (kg/m?) Classificagdo
Desnutricao grave <16
Desnutricdo moderada >16,0e<16,9
Desnutricao leve <18,5

Eutrofia >18,5e<249
Pré-obeso >25,0<29,9
Obesidade classe | >30,0 < 34,9
Obesidade classe Il >35,0 £39,9
Obesidade classe lll > 40,0

4.8.2 Prega Cutanea Tricipital

E medicdo Util na determinacdo da reserva de gordura e
consequentemente do depdsito calérico. E um bom indicador de desnutrigdo
protéico - calérica assim como instrumento de resposta as medidas de suporte
terapéutico, pois ndo é afetada pelo edema. Esse parametro € mais usado para
uma série de avaliagbes em longo prazo do que para avaliacdo de doenca
aguda, ndo se correlacionando bem com a morbidez e mortalidade em
pacientes graves hospitalizados em Unidades de Terapia Intensiva. Foi
avaliada com paquimetro, no ponto médio entre o acrébmio e olecréanio, na face
posterior do brago ndo dominante, com o paciente sentado ou de pé e o braco
caido livremente ao lado do corpo.

Os valores obtidos foram comparados aos valores - padréao

aceitando-se como anormal, valores menores que 10% do padréo.

4.8.3 Circunferéncia Muscular do Brago

Obtido primeiro a medida da circunferéncia do bragco (CB), em
centimetros, através de fita milimetrada, na parte média superior do bragco ndo

dominante, no mesmo nivel da PCT, em extensdo, paralelo ao tronco. Foi
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realizado trés afericbes e obteve-se a média para utilizacdo no célculo da
circunferéncia muscular do brago.

A circunferéncia muscular do brago (CMB) foi calculada a partir da
seguinte expressao:

CMB (cm)= CB(cm)-(0,314 X PCT (mm))

O resultado foi classificado de acordo com o quadro a seguir:

Desnutrigdo Desnutrigdo Desnutricdo Eutrofia Sobrepeso Obesidade
grave moderada leve
CMB <70% 70 — 80% 80 — 90% 90-110% 110-120%  >120%

Fonte: Blackburn, G.L. & Thornton, P.A., 1979

4.8.4 Area Muscular do braco (AMB)

A area muscular do braco foi obtida através da equacédo que considera a

circunferéncia do brago, descontada a camada gordurosa e a area 0ssea.

Sexo masculino > AMB(cm?)= [CB(cm)-11 X PCT (mm) +10]2 - 1o

4710

Sexo feminino > AMB(cm?)= [CB(cm)-11 X PCT (mm) +10]2 - 45

41T
De acordo com os valores de referéncia estabelecidos por Frisancho,
1981, a classificacdo do estado nutricional foi realizada conforme o quadro

abaixo:

Normal Desnutricdo leve a moderada Desnutricdo grav = e

AMB Percentil>15 Percentil entre 5 e 15 Percentil <5



4.10 Categorizacao de grupos de acordo com o nivel

33

de proteina c-reativa

Os pacientes foram categorizados de acordo com o nivel da proteina c-

reativa no TO conforme a divisdo por quatiles. Trés grupos foram formados e a

variacdo dos niveis de cada um se encontra abaixo na tabela 1.

3 grupos PCR T0 | PCR T30 | PCR T60
0,3a2,5 N Valido 5 5 5
mg/dL Média 1,8120 1,6460 1,4040
Mediana 1,9900 ,7000 1,2200
Minimo ,50 32 ,08
M&ximo 2,42 3,42 2,84
2,6a6,7 N Valido 8 8 8
mg/dL Média 4,0138 3,2350 2,0738
Mediana 3,8950 2,3700 1,1950
Minimo 2,51 ,66 A1
M&ximo 6,70 8,40 4,71
>6,7mg/dL N Valido 12 12 12
Média 10,5617 5,7375 3,3858
Mediana 8,9450 4,9150 3,0700
Minimo 7,33 ,68 ,26
M&ximo 16,30 13,30 8,34

Tabela 1: Valores da proteina c-reativa de acordo com a categoriza¢do dos grupos .

4.11 Anélises Bioquimicas e sorologicas

As andlises bioquimicas foram realizadas no laboratério de apoio

Laboratérios Diagndsticos da América — Bronstein por meio de parceria com a

Pesquisa Clinica do grupo da Unidade de Pesquisa em Tuberculose. Para as

analises, o sangue foi coletado em tubo contendo EDTA (anticoagulante) ou

soro gel e transportado em recipiente contendo gelo para resfriamento das

amostras, ao laboratorio.

A contagem de CD4+ foi realizada no Laboratério de AIDS & Imunologia

Molecular da Fiocruz. Para tal sangue coletado em tudo com EDTA mantido e

transportado a temperatura ambiente até a realizacdo da técnica.



A baciloscopia e cultura para M. tuberculosis foi realizada no Laboratorio
de Bacteriologia e Bioensaios em Micobactérias do Instituto de Pesquisa
Evandro Chagas da Fiocruz, amostras de escarro foram coletas e refrigeradas
até o envio ao laboratorio para realizacdo do exame.

Da coleta ao envio aos laboratérios de apoio todos os espécimes
biolégicos foram mantidos em temperatura ideal para realizacdo dos testes,
seguindo orientacbes dos laboratérios. Todos o0s espécimes foram

transportados em condi¢des seguindo as normas de bioseguranca.

4.11.1 Linfécitos

Contagem por equipamento hematoldgico automatizado e os valores de
referéncia se encontram entre 900 — 4500/mm?

4.11.2 CD4+

Contagem por citometria de fluxo (FACSCalibur) e os valores de
referéncia variando de 300 a 700/mm?® s3o considerados normais .

4.11.3 PROTEINA C-REATIVA

Dosada pelo método de nefelometria, utilizado para proteina c-reativa
ultra-sensivel, cujo valor de referéncia é:

Até 0,099 mg/dL — baixo

De 0,1 a 0,3 mg/dL — médio

Acima de 0,3 mg/dL — alto.

Estes valores de referéncia s6 podem ser utilizados como marcador de
risco para doengas cardiovasculares no caso de auséncia de outra doenca

base para causar inflamagé&o/infeccéo.

4.11.4  Acido Urico

Dosado pelo método enzimatico colorimétrico.
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Valores de referéncia:
Homens: 3,5 a 7,2 mg/dL

Mulheres: 2,6 a 6,0 mg/dL

4115 VHS

Analisado por sedimentacao eritrocitaria.
Valores de referéncia:
Homens: até 7 mm
Mulheres: até 12 mm
4.11.6  Analise Quantitativa (Elisa) para TNF- a no sangue circulante.

O sangue foi coletado em tubo sem anticoagulante, centrifugado e
separado o soro que foi transportado em recipiente contendo gelo para
resfriamento das amostras, até o Laboratorio de Genética e Biologia Molecular
onde foi conservado a -20 até a realizacao do teste. Foi usado o kit comercial
Biosource BD OptEIA ™ que € um teste de fase sélida ELISA - sanduiche.

E utilizado um anticorpo monoclonal especifico de TNF revestido sobre
uma placa de 96 pocos. As amostras sdo adicionadas aos po¢os, e qualquer
TNF presente se liga ao anticorpo imobilizado. Os pocos séao lavados e a
enzima “streptavidina-horseradish peroxidase” conjugada ao biotinilado anti-
TNF humano € acrescentado produzindo um anticorpo-antigeno-anticorpo
(Sanduiche). Os pocos sdo novamente lavados e a solucéo do substrato TMB
€ acrescentado produzindo uma cor azul em proporcdo direta com a
quantidade de TNF presente na amostra. A Solucéo “Stop” muda a cor de azul
para amarelo, e as absorvancias séo lidas em 450 nm.

Niveis séricos superiores a 200 pmol foram considerados normais.
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4.12 Biologia Molecular

4.12.1 Extracdo de DNA

O sangue foi coletado em tubo contendo citrato de sodio
(anticoagulante),e transportado em recipiente contendo gelo para resfriamento
das amostras, ao laboratério de Genética e Biologia Molecular onde foi
realizada a extracdo do DNA utilizando o Kit FlexiGene (Quiagen).
Basicamente, 250uL de tampéao de lise (FG1) sendo adicionados a 100uL de
sangue total, homogeneizado por inverséo (5x) e centrifugado por 20s a 10.000
rom. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionados 50uL do
tampado de desnaturacdo (FG2), sendo homogeneizado por inversdo (3x) e
depois incubado por 5min a 65°C. 50uL de isopropanol foi adicionado a
mistura. Apos precipitacdo do DNA, o tubo foi submetido & centrifugagédo por
3min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco. Um
volume de 50pL de etanol 70% foi adicionado, posteriormente centrifugado por
3min a 10.000 rpm e o sobrenadante descartado. ApGs seco, ao precipitado
foram adicionados 100uL de tampado de hidratacdo (FG3) e posteriormente
incubado por 5min a 65°C. ApGs esta etapa, o material ficou pronto para ser
usado para amplificagao.

4.12.2 Amplificagcdo do DNA por PCR e genotipagem

Os polimorfismos do TNF-a -238G/A foram avaliados pelo sistema de
amplificacédo refratoria (ARMS-PCR) com os primers: para amplificacdo de G
Sense: 5-AGACCCCCCTCGGAATCG-3’ e antisense: 5'-
CCGGATCATGCTTTCAGTGC-3; para a amplificacdo de A: sense 5'-
GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATC-3 e antisense 5'-

CACACTCCCATCCTCCCTGGTCT-3' ; um controle positivo foi usado com os
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primers: sense 5-GCCCCTCCAGTTCTAGTTCTATC-3' e antisense: 5'-
CCGGATCATGCTTTCAGTGC-3'. A reacdo de PCR foi adicionado de 25 a 100
ng do DNA extraido em um volume final de volume de 10 pl: Tampédo 1X,
1,5mM MgCl,, 200 uM dNTP, 1 U DNA Tag Polymerase (Invitrogen) e para
cada primer foi utilizado 15 picomoles. As condi¢cbes do PCR foram 94° C por 1
minuto, seguido por 5 ciclos de 94, 67 e 72° C (60 segundos cada) e 25 ciclos
de 94° C 62, 72° C (60 segundos cada). Os produtos do PCR foram analisados
por gel de agarose a 2% corado em brometo de etidio. (Yamamoto-Furusho e
cols 2004).

O gendtipo foi determinado como: GG (selvagem) com uma banda no
tamanho de 447 pb; AA com uma banda no tamanho de 209 pb ou heterozigoto

(GA). O controle interno utilizado é de 608 pb para ambos alelos. (Figuras 1).

209ph:
alelo A

447pb:
Alelo G

Figura 1: Gel mostrando os alelos na genotipagem do TNF-a -238.

Para a Proteina C-reativa na posi¢cdo 1059G/C foi usado PCR-RFLP
com os primers: 5-GCCCAGGGTGAGGAAGAGTCT-3' (Sense) E 5'-
CCCGCCAGTTCAGGACATTAG-3' (Antisense). Na reacdao de PCR foi
adicionado de 25 a 100 ng do DNA extraido em um volume final de 50 pl:
Tampéao 1X, 2 mM MgCl,, 175 puM dNTP, 1.5 U DNA Taq Polymerase
(Invitrogen) e para cada primer foi usado 15 picomoles/pl. As condigdes do

PCR foi uma desnaturacao inicial a 95° C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos
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de 95, 69 e 72° C (30 segundos cada) e 72° C por 10 minutos. Apos a
amplificagcéo, a digestao foi realizada a 55° C overnight com 3 U/ul da enzima
MAE Ill em 12,5 ul do tamp&o com 10 pl do produto amplificado. Os produtos
da digestdo foram analisados por gel de agarose a 3% corado em brometo de
etidio. (Suk e cols. 2005; Thalmaier e cols 2006).

O gendtipo foi designado da seguinte maneira: GG (selvagem) duas
bandas de 60 pb e 170 pb; CC uma simples banda de 230 pb e o heterozigoto

GC trés bandas de 230 pb, 170 pb e 60 pb (Figura 2).

230 pb
170 pb
60 pb

Figura 2: Gel mostrando os alelos na genotipagem da proteina c-reativa +1059.

4.12.3 Aspectos Eticos

Este estudo recebeu aprovacdo no Comité de Etica da Faculdade de
Medicina e Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ, com o
namero 004/05 em 28/04/2005.

4.12.4 Analise dos dados

Para andlise dos resultados, os dados foram adicionados em planilhas
do programa Acess da Microsoft, no Microsoft Excel e utilizado também o
programa SPSS para Windows verséo 11.

4.12.5 Definicdo de Termos

» Formas de TB: Paciente com TB ativa nas seguintes formas: TB
pulmonar difusa, TB pulmonar disseminada (paciente com TB em mais de um

anico 6rgdo ou sistema, sendo ele pulmonar associado a outro extrapulmonar,
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exceto a pleural, ou em dois sitios extrapulmonares), meningoencefalite
tuberculosa e forma grave (TB disseminada ou extrapulmonar isolada) (Kritski
2000),

> Padrdo-ouro:  critério clinico-bacteriolégico: cultura positiva com
identificacdo bioquimica de Mycobacterium tuberculosis no material ou
baciloscopia positiva e cultura para micobactéria negativa com a presenca de
critérios clinicos- radiolégicos compativeis com diagndstico de TB.

»  Caquexia: é a Ultima fase da desnutricdo progressiva que constitui uma
complexa sindrome multifatorial, caracterizada por anorexia, fadiga, fraqueza,
disfungdo imune, diminuicdo da massa muscular e uma variedade de
alteragbes metabolicas, onde muitas de suas causas ainda ndo séo
compreendidas em toda sua extensdo. Esta sindrome resulta de alteragfes na
ingestdo e ma absor¢cdo de nutrientes, e posteriormente, de alteracdes
metabdlicas.

»  Desnutricdo: para fins de analise, serd considerado desnutricdo
protéica e/ou cal6rica quando o IMC (kg/m?) for < 18,5 (WHO, 1995 e 1998)
e/ou quando a AMB se localizar abaixo do percentil 5.

» CAGE Positivoi 0o CAGE é um questionario utilizado para o
rastreamento do alcoolismo quando a pessoa admite que faz uso de bebidas
alcodlicas. Considera-se o CAGE positivo se pelo menos duas das respostas
for sim. Como todo teste, 0 CAGE néo é 100% positivo para alcoolismo, deve-
se utiliza-lo como um instrumento no auxilio do diagnéstico. O Unico teste
100% positivo para o diagndstico do alcoolismo, € o reconhecimento da doenga

por parte do paciente ou da familia.



4.12.6 Coleta de Dados e Processamento das Amostras

Paciente com diagndstico de TB

Elegivel

Termo de Escalio |

Consentimento

Avalia ¢cao

Nutricional
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5 Resultados

Foram incluidos no estudo 25 pacientes, 20 do sexo masculino, com
uma mediana de idade de 43 anos, sendo 3 HIV positivos e 17 individuos com
CAGE positivo.

Uma vez incluidos no estudo, os pacientes foram avaliados nos tempos
subseqguentes a inclusdo: 30 dias e 60 dias. No entanto, nho momento da
inclusdo, os pacientes apresentaram diferencas quanto ao tempo de inicio de
medicamentos anti-TB, assim, com o0 objetivo de avaliar se esta diferenca
poderia interferir nas avaliagbes bioquimicas estratificamos 0s pacientes
quanto ao tempo de inicio do tratamento medicamentoso anti-TB e
comparamos com diversos parametros clinicos e bioquimicos. Ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre grupo de pacientes
com uso de medicamentos de zero a 7 dias e 0 grupo de pacientes com uso de
medicamentos de 8 a 15 dias (p=0,87 para linfocitos; p=0,34 para CD4+;
p=0,86 para proteina c-reativa; p=0,38 para VHS; p=0,12 para acido Urico;
p=0,37 para IMC; p=0,96 para AMB realizado por Kruskal-Wallis Test). Estes
pacientes com uso de medicamentos anti-TB até 15 dias foram incluidos como

pertencentes ao Tempo zero.

5.1 Avaliacao Nutricional

A avaliagdo nutricional foi realizada por equipe de nutricionistas
treinadas, por dois diferentes métodos: IMC que é a relagdo entre o peso
corporal em quilogramas e a altura em metros e pela AMB (area muscular do
braco) que considera a circunferéncia do braco descontando a camada

gordurosa e a area 0ssea.
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5.1.1 Classificacao do perfil de desnutricdo porIM C

Na classificacdo por IMC foram encontrados os seguintes perfis: no
tempo O (inclusdo): 11 pacientes eram eutroficos (44%) e 14 desnutridos (leve
e grave) (56%). No T30, 15 pacientes eram eutroficos (60%) e 10 desnutridos
(leve e grave) (40%). No T60, 16 eram pacientes eutroficos (64%), 2 pré-

obesos (8%) e 7 desnutridos (leve e grave) (28%). (Gréfico 1)

Método: IMC
25+
20
151 @ Eutroficos
10- m Desnutridos
m Pré-obesos
T0 T30 T60

Gréfico 1: Avaliagcdo dos pacientes por IMC.

5.1.2 Classificacao do perfil de desnutricdo por AM B

Na classificacdo pela area muscular do braco foram encontrados na
inclusédo (T0): 2 (8%) pacientes sem desnutricdo (adequados) e 22 (92%) com
desnutricdo (leve em 2 e grave em 22 casos). No T30, 3 (12%) pacientes
foram classificados como adequados e 22 (88%) com desnutricdo (leve em 1 e
grave em 21 casos). No T60, 6 (24%) classificados como adequados enquanto
19 (76%) foram classificados como desnutridos (leve em 3 e grave em 16

casos). (Grafico 2)
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Método: AMB

25+
207
Iz
15 o m Desnutridos
10
@ Adequados
57 ;

T0 T30 T60

Gréfico 2: Avaliagdo dos pacientes pelo método da AM  B.

Comparando a avaliacdo antropométrica dos mesmos pacientes
utilizando dois métodos distintos podemos observar que enquanto a afericao
pelo IMC gerou diferentes perfis de classificacdo antropométrica, que variou de
obeso a desnutrido grave, a afericdo pelo método de area muscular do braco,
gerou apenas dois grupos: desnutridos (graves e leve) e ndo desnutridos (

adequados).



5.2 Perfil nutricional e bacterioldgico dos pacient es
BAAR | BAAR
Hosp.| IMCTO | AMBTO TO T60 |Cult TO| CultT60 RX TO

Paciente 1 AP Leve grave 1+ neg 3+ neg > 10 cavidades
Paciente 2 AP | Eutréfico | Adequado 1+ neg 1+ neg > 3 cavidades
Paciente 3 AP Leve grave 1+ neg 1+ neg > 6 cavidades
Paciente 4 SM | Eutréfico Leve 1+ neg 3+ neg 1 cavidade
Paciente 5 AP | Eutréfico grave 2+ neg 3+ neg 1 cavidade
Paciente 6 SM | Eutrofico grave 2+ 1+ 1+ 1+ 1 cavidade
Paciente 7 AP | Eutrdfico grave 1+ 1+ 1+ | contaminou 1 cavidade
Paciente 8 AP | Eutréfico | Adequado 1+ neg 1+ neg 1 cavidade
Paciente 9 SM |Moderada| grave 3+ 1+ 3+ 1+ 1 cavidade
Paciente 10 | AP | Eutrdfico grave 1+ neg 1+ neg 1 cavidade
Paciente 11 | AP Grave NR 1+ 1+ 1+ 1+ 1 cavidade
Paciente 12 | SM | Eutrofico grave 3+ 1+ 2+ 1+ 1 cavidade
Paciente 13| AP |Moderada| grave 1+ 1+ 2+ 1+ 2 cavidades
Paciente 14 | AP Leve grave 1+ neg 1+ |contaminou| 2 cavidades
Paciente 15| SM Grave Leve 3+ neg 1+ neg 2 cavidades
Paciente 16 | SM Grave grave 2+ 1+ 1+ 1+ 2 cavidades
Paciente 17 | SM Grave grave 2+ 1+ 3+ 1+ 2 cavidades
Paciente 18 | AP Leve grave 1+ 1+ 3+ neg 3 cavidades
Paciente 19 | AP Grave grave 1+ neg 2+ 1+ 3 cavidades
Paciente 20 | AP Grave grave 2+ neg 1+ neg 5 cavidades
Paciente 21 | SM | Eutrofico grave 1+ neg 2+ neg sem cavidade
Paciente 22 | AP | Eutrofico grave 1+ neg 1+ neg sem cavidade
Paciente 23| AP |Moderada| grave 1+ neg 1+ neg sem cavidade
Paciente 24 | AP Leve grave 1+ neg 1+ neg sem cavidade
Paciente 25| SM | Eutrofico grave 1+ neg 3+ 1+ sem cavidade

acordo com a unidade hospitalar e o grau de desnutr
neste estudo (IMC e AMB).

Quadro 1: resultados de BAAR, cul

tura e raio-x dos pacientes, classificados de

ic8o aferido pelos dois métodos utilizados

Nos resultados descritos no quadro 1, de acordo com a classificacao

por IMC, é possivel observar que entre 11 pacientes classificados como

eutroficos, 27,2% (3/11) pacientes apresentaram BAAR e cultura positiva no

T60. Entre os 5 pacientes classificados como desnutridos leves, 80%

apresentaram baciloscopia e cultura negativa no T60. Entre os 3 desnutridos

moderados, 73,3% permaneceram com baciloscopia e cultura positiva no

T60. Entre os 6 pacientes classificados como desnutridos graves, 50%

apresentava BAAR e cultura positiva no T60.
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Utilizando a classificacdo pelo AMB, entre 22 pacientes classificados
como desnutridos grave, 40% apresentavam BAAR e cultura positiva no T60.

Na analise das imagens radiolégicas do térax, observa-se que a
maioria (80%) apresentava pelo menos 1 cavidade pulmonar no momento da
inclusdo, o que demonstra a gravidade da doenca TB nesta populacéo.
Segundo a classificagdo nutricional por IMC, entre os 11 pacientes
classificados como eutréficos, 27,2% nao apresentavam cavidades, 63,6%
apresentavam 1 cavidade. Entre os 06 pacientes classificados como
desnutridos graves, todos apresentavam cavidades, e 66,6% deles
apresentaram 2 ou mais cavidades no radiograma toracico.

Segundo a classificagdo nutricional por AMB, entre os 20 pacientes
com desnutricdo grave, 25% nao apresentavam cavidade e 45% deles

apresentavam duas ou mais cavidades no radiograma toracico.

5.3 Avaliacdo de marcadores inflamatorios

Para avaliar o perfil inflamatério dos pacientes escolhemos alguns
marcadores: Proteina C reativa (PCR), velocidade de Hemossedimentacdo
(VHS), acido drico, linfdcitos totais, contagem de CD4+ e o fator de necrose
tumoral nos tempos estudados (0, 30 e 60). Os grupos de pacientes foram
estratificados de acordo com a classificagdo antropométrica obtida por meio do

IMC e AMB e o perfil das medianas nos marcadores inflamatdrios.
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5.3.1 Estratificacdo dos grupos de acordo com IMC

5.3.1.1 Proteina C Reativa

No Gréfico 3, esta representada a variagdo dos niveis de proteina c-
reativa nos pacientes estratificados pelo perfil de desnutricdo nos tempos zero,
trinta e sessenta dias. Observa-se uma diminuicdo gradativa nos niveis de
proteina c-reativa no decorrer do tempo: TO variou de 4,5 a 7,48 mg/dL, tempo
30, de 0,9 a 6,2 mg/dL e tempo 60, de 1,22 a 3,99 mg/dL. Observa-se que o
maior nivel de proteina c-reativa foi detectada no grupo de pacientes com
formas graves de desnutricdo quando comparados com os demais. Observa-se
também que todos os grupos apresentam ainda no tempo 60 niveis acima do

valor de referéncia considerado normal (0,3 mg/dL).

PCR

8

-

el

517 B Eutréficos
34 O Leve
i~ 00 Moderada

ol O Grave

N

o

TO T30 T60

Gréfico 3: Dosagem dos niveis séricos de proteina ¢ -reativa em mg/dL em pacientes

com TB estratificados de acordo com perfil de desnu tricdo avaliado pelo IMC.
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5.3.1.2 Acido Urico

No Grafico 4, esta representada a variacdo de acido Urico nos pacientes
estratificados pelo perfil de desnutricdo nos tempos zero, trinta e sessenta dias.
Observa-se uma diminuicao gradativa nos niveis de acido Urico no tempo zero
para 30 e 60 para o grupo de pacientes com desnutricao grave. Para os demais
grupos, observa-se um aumento nos niveis de acido arico no tempo 30 seguido

de um decréscimo no tempo 60.

Acido Urico

B Eutroficos
HLeve

[0 Moderada
0 Grave

mg/dL

Gréafico 4. Dosagem dos niveis séricos de &acido Uric o mg/dL em pacientes com TB

estratificados de acordo com perfil de desnutricdo avaliado pelo IMC.

5.3.1.3 Velocidade de Hemossedimentacao (VHS)

No Grafico 5, estd representada a variacdo da velocidade de
hemossedimentacdo nos pacientes estratificados pelo perfil de desnutricdo nos
tempos zero, trinta e sessenta. Observa-se uma diminuicdo gradativa na VHS
para todos os grupos com excecao dos desnutridos leves que apresentaram

um aumento na VHS no tempo 30.
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Observa-se que todos os grupos e em todos os tempos os valores de
VHS estdo acima dos valores de referéncia em alguns casos chegando a
guase 18 vezes maior em alguns pacientes, atingindo o valor de 130 mg/dL.

O grupo de desnutridos graves apresenta valores mais elevados de VHS
durante os trés tempos de até 6,6 vezes maior (TO) em relagdo aos demais

grupos.

VHS

80+

70+

60+

Eutréficos
OLeve

[1 Moderada
O Grave

50+
40+

mm/h

30
20

SN N N N NN

10

Grafico 5: Variacdo da velocidade de hemossedimentag &0 em pacientes com TB

estratificados de acordo com perfil de desnutri¢cdo avaliado pelo IMC.

5.3.1.4 Contagem de linfécitos totais

No Grafico 6, esta representada a dosagem de linfécitos totais nos
pacientes estratificados pelo perfil de desnutricAo nos tempos zero, trinta e
sessenta dias. Observa-se que todos os grupos apresentam valores normais, 0
grupo classificado como desnutridos graves apresenta as maiores contagens
de linfécitos totais nos trés tempos do estudo, acima de 2.000mm? incluindo os

dois pacientes infectados por HIV.
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Gréfico 6: Contagem de linfécitos totais em pacient  es com TB estratificados de acordo

com perfil de desnutricdo avaliado pelo IMC.

5.3.1.5 Contagem de linfocitos CD4+

No Gréafico 7, esta representada a dosagem de linfocitos CD4+ nos
pacientes estratificados pelo perfil de desnutricAo nos tempos zero, trinta e
sessenta dias. Todos o0s grupos apresentam valores normais de linfocitos
CD4+ (superiores a 500mm?). No grupo de pacientes com desnutricdo grave
observa-se um aumento crescente na dosagem de CD4 enquanto que nos

outros grupos tal aumento n&o ocorre.
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Gréfico 7: Contagem de linfécitos CD4+ em pacientes com TB estratificados de acordo

com perfil de desnutri¢cdo avaliado pelo IMC.

5.3.1.6 Dosagem de TNF- a sérico

Os niveis séricos de TNF alfa estdo muito abaixo dos valores normais, o
gue impossibilita comparacéo entre 0s grupos.

5.3.2 Estratificacdo dos grupos de acordo com a AMB

5.3.2.1 Proteina C Reativa

De acordo com a afericdo pelo método de AMB, os grupos foram
divididos em eutroficos e desnutridos. No Gréafico 8, estd representada a
variacdo de proteina c-reativa nos pacientes estratificados pelo método da
AMB nos tempos zero, trinta e sessenta dias. Observa-se que todos 0s grupos
nos trés tempos analisados apresentam valores acima dos niveis de referéncia
(0,3 mg/dL) e que ha uma diminuicdo nos valores para ambos 0s grupos no

decorrer do tempo. O grupo de desnutridos apresenta niveis maiores de
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proteina c-reativa em todos os tempos quando comparados ao grupo de

eutroficos.

PCR
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Gréfico 8: Dosagem de proteina c-reati va mg/dL em pacientes com TB estratificados de

acordo com perfil de desnutricdo avaliado pelo AMB.

5.3.2.2 Acido Urico

No Gréafico 10, esta representada a variacdo de acido Urico nos
pacientes estratificados pelo método da AMB nos tempos zero, trinta e
sessenta dias. Observa-se um aumento nos niveis séricos de &cido Urico no
tempo 30 para ambos o0s grupos. Observa-se também que 0s pacientes
classificados como desnutridos apresentam os niveis do acido arico maiores do
gue o padréao de referéncia nos trés tempos do estudo. No grupo classificado
como adequado, os niveis de acido Urico se mantiveram dentro da faixa de

normalidade.
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Grafico 10: Dosagem do acido drico em mg/dL em paci

acordo com perfil de desnutricdo avaliado pelo AMB.

5.3.2.3 Velocidade de Hemossedimentacao (VHS)

No Gréafico 9, esta

entes com TB estratificados de
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representada a variagdo da velocidade de

hemossedimentacdo nos pacientes estratificados pelo método da AMB nos

tempos zero, trinta e sessenta. Observa-se que todos 0s grupos e nos trés

tempos apresentam velocidade de hemossedimentacdo acima dos valores de

referencia, com excecao do grupo de eutroficos que no tempo 60 apresenta

valores normais. Observa-se um aumento no tempo 30 seguido de uma queda

significativa de VHS no tempo 60 nos valores da VHS, mas os pacientes

avaliados como desnutridos ainda apresentam os valores da VHS acima dos

padrdes de referéncia.
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Gréfico 9: Variagdo da velocidade de hemossedimentag

estratificados de acordo com perfil de desnutricdo

5.3.2.4 Contagem de linfécitos Totais

avaliado pelo AMB.

40 em pacientes com TB

No Grafico 11, estao representadas as contagens de linfgcitos totais nos

pacientes estratificados pelo método da AMB nos tempos zero, trinta e

sessenta dias. N&o foram encontradas diferencas relevantes entre 0s 2 grupos

classificados pela AMB. Ambos apresentam contagem de linfécitos totais

dentro da faixa considerada normal nos trés tempos analisados.
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Gréfico 11: Contagem de linfdcitos totais em pacien  tes com TB estratificados de acordo

com perfil de desnutricdo avaliado pelo AMB.

5.3.2.5 Contagem de linfocitos CD4+

No Grafico 12, estao representadas as contagens de linfécitos CD4+ nos
pacientes estratificados pelo método da AMB nos tempos zero, trinta e
sessenta dias. Observa-se que o0s pacientes avaliados como desnutridos
apresentam as maiores contagens de CD4+ nos trés tempos analisados
guando comparados com os pacientes classificados como adequados. O grupo
de pacientes classificados como adequados apresentam 0s valores estaveis

nos trés tempos.
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Gréafico 12: Contagem de linfécitos CD4+ em paciente s com TB estratificados de acordo

com perfil de desnutricdo avaliado pelo AMB.

5.3.2.6 Dosagem de TNF- a sérico

Os niveis séricos de TNF alfa estdo muito abaixo dos valores normais, 0

gue impossibilita comparag&o entre 0s grupos.

5.4 Estratificagdo dos grupos de acordo com o0s nive is séricos de

Proteina C-Reativa

Os pacientes foram classificados de acordo com os valores da proteina
c-reativa em 3 grupos: a) pacientes com proteina c-reativa entre 0,3 a
2,5mg/dL ; b) pacientes com 2,6 a 6,7 mg/dL mg/dL e c) pacientes com

proteina c-reativa acima de 6,7 mg/dL mg/dL.

5.4.1 Velocidade de Hemossedimentacéo

No Grafico 13, est4d representada a variacdo da velocidade de
hemossedimentagao nos pacientes estratificados de acordo com os valores da

proteina c-reativa nos tempos zero, trinta e sessenta dias.
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Uma diminuicdo nos valores da VHS entre os tempos 0 e 60 é
observada nos 3 grupos. Observa-se que no TO o grupo que apresenta 0s
niveis da proteina c-reativa entre 2,6 a 6,7, também detectam-se os maiores
valores da VHS. Nos T30 e T60 had uma queda acentuada nos valores da
proteina c-reativa nos 2 grupos que apresentam niveis mais baixos da proteina
c-reativa, O grupo com niveis de proteina c-reativa > 6,7 apresenta 0os maiores

valores nos trés tempos de VHS.

VHS

00,3a25

m>06,7

T0 T30 T60

Gréfico 13: Valores da velocidade de hemossedimentag 8o em pacientes com TB

estratificados de acordo com as dosagens dos niveis da proteina c-reativa.

5.4.2 Acido Urico

No Gréfico 14, esta representada a variacdo dos niveis do acido Urico
nos pacientes estratificados de acordo com os valores da proteina c-reativanos
tempos zero, trinta e sessenta dias.

Observa-se que, no TO, no grupo que apresenta os niveis da proteina c-
reativa entre 2,6 a 6,7, também detectam-se os menores niveis de acido Urico.
Nos T30 ha uma elevacao nos niveis do acido urico nos 3 grupos, sendo mais

elevados no grupo que possuia 0s niveis da proteina c-reativa> 6,7mg/dL. No
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T60, o grupo que apresenta 0s niveis menores da proteina c-reativa,

detectam-se 0os menores niveis de acido Urico.

Acido Urico

00,3a25
W26a6,7
W>06,7

mg/dL

T0 T30 T60

Gréfico 14: Dosagens do acido urico mg/dL em pacien  tes com TB estratificados de acordo com as

dosagens dos niveis da proteina c-reativa.

5.4.3 Contagem de linfGcitos totais

No Grafico 15, esta representada a contagem de linfécitos totais nos
pacientes estratificados de acordo com os valores da proteina c-reativa nos
tempos zero, trinta e sessenta dias. No tempo 30, observa-se que a maior
contagem de linfécitos ocorre no grupo de pacientes com 0s niveis séricos
mais elevados de proteina c-reativa (>6,7 mg/dL), nos outros tempos né&o

observam-se diferencas nos grupos avaliados.
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Gréfico 15: Contagens de linfécitos totais em pacie  ntes com TB estratificados de acordo com

as dosagens dos niveis da proteina c-reativa.

5.4.4 Contagem de linfécitos CD4+

No Gréafico 16, esta representada a contagem de linfécitos CD4+ nos
pacientes estratificados de acordo com os valores da proteina c-reativanos
tempos zero, trinta e sessenta dias. No tempo 30, observa-se que a maior
contagem de linfécitos CD4+ ocorre no grupo de pacientes com 0s niveis
séricos mais elevados de proteina c-reativa (>6,7 mg/dL), enquanto que nos
outros tempos nao observam-se diferencas nos grupos avaliados. No tempo 60
a maior contagem de linfécitos CD4+ é observada no grupo que possue 0S

niveis da proteina c-reativa entre 2,6 e 6,7 mg/dL.



Linfocitos CD4+
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Gréfico 16: Contagens de linfécitos CD4+ em pacient es com TB estratificados de acordo

com as dosagens dos niveis da proteina c-reativa.

5.45 Dosagem de TNF- a

N&o foi possivel analisar os niveis séricos de TNF alfa, pois foram muito

abaixo da normalidade.

5.5 Tabelas com as diferencas encontradas Desnutric &80 versus

Marcadores inflamatoérios

As tabelas 2 e 3 a seguir resumem as diferencas encontradas entre os
marcadores inflamatério e o perfil nutricional dos pacientes de acordo com as

metodologias empregadas para afericdo de desnutricao.
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IMC

Eutroéficos Desnutridos
Proteina c-reativa Diminuiu com o tratamento; Niveis mais elevados quanto mais
Valores acima do padrdao de | grave a desnutricéo;

referéncia nos 3 tempos.

Diminuiu com o tratamento;
Valores acima do padrdao de
referéncia nos 3 tempos.

Acido arico Aumentou T30 e diminuiu no T60; Aumentou T30 e diminuiu no T60;
Valores acima do padrdo de | Valores acima do padrdo de
referéncia nos 3 tempos. referéncia nos 3 tempos.

VHS Diminuiu com o tratamento; Diminuiu com o tratamento;

Valores acima do
referéncia nos 3 tempos.

padrédo de

Valores acima do padrdo de
referéncia nos 3 tempos. Apoés os 60
dias os desnutridos graves continuam
com 0s niveis muito elevados.

Linfocitos totais

Contagem Normal.

Contagem mais elevada nos
desnutridos graves.

Linfocitos CD4+

Contagem normal.

Contagem mais elevada nos
desnutridos araves.

Tabela 2: Perfil nutricional e comportamento dos marcadores inflamatérios de acordo

com o IMC.

AMB

Adequados Desnutridos
Proteina c-reativa Variou com o tratamento; Diminuiu com o tratamento;
Valores acima do padrdao de | Valores acima do padrdo de

referéncia nos 3 tempos.

referéncia nos 3 tempos.

Acido arico Aumentou T30 e diminuiu no T60; Aumentou T30 e diminuiu no T60;
Valores acima do padrdo de | Valores maiores quando comparado
referéncia nos 3 tempos. ao grupo nao desnutrido;

Valores acima do padrdo de
referéncia nos 3 tempos.
VHS Aumentou T30 e diminuiu no T60; Aumentou T30 e diminuiu no T60;

Valores dentro do
referéncia no T60.

padréo de

Valores acima do padrdo de
referéncia nos 3 tempos. Apds os 60
dias os desnutridos graves com o0s
niveis muito elevados.

Linfocitos totais

Aumentou T30 e diminuiu no T60;
Contagem Normal.

Aumentou do TO aoT60;
Contagem Normal.

Linfécitos CD4+

Contagem normal.

Contagem mais elevada nos
desnutridos.

Tabela 3: Perfil nutricional e comportamento dos marcadores inflamatérios de acordo

com o AMB.
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5.6 Avaliacdo da presenca de Polimorfismos na regid o promotora dos

genes que codificam para TNF- a regido -238 e Proteina C reativa - 1059
Avaliou-se a frequéncia do polimorfismo no gene que codifica para TNF-
a na posicao -238G/A entre os individuos estudados. O grafico 17 representa a
distribuicdo genotipica e alélica: encontramos 2 (8%) homozigotos selvagens
(GG), 23 (92%) heterozigotos (GA) e ndo se observa nenhum homozigoto
mutante (AA). A freqiéncia alélica mutante no grupo estudado é de 46%. Este
resultado talvez possa explicar o porqué das dosagens do TNF-a, dosado neste
grupo terem sido tdo abaixo dos valores considerados normais, pois a
presenca do alelo A na posicdo -238 no gene desta citocina diminui a

expressédo da mesma.

Polimorfismo no TNF- a -238

8%

m Homozigoto
Selvagem

W Heterozigoto

F (A)=0,46

Gréfico 17: Resultado da genotipagem dos pacientes para o gene de TNF- a na regido -238.

Avaliou-se também a frequiéncia do polimorfismo no exon 2 do gene que
codifica para a expressdo da proteina C-reativa na posicao 1059G/C entre os
25 individuos estudados. O grafico 18 representa a distribuicdo genotipica e
alélica: 19 (76%) apresentam o0 genotipo de homozigoto selvagem (GG) e 6

(24%) apresentam o gendtipo heterozigoto mutante (GC). Nao se observa caso



62

de homozigoto mutante (CC). A frequéncia alélica mutante no grupo estudado

é de 12%.

Polimorfismo da PCR +1059

76%

W Homozigoto Selvagem
| Heterozigoto

F(C)=0.12

Gréafico 18: Resultado da genotipagem dos pacientes para o gene de proteina c-reativa na

regido +1059.

Entre os 6 pacientes que apresentam a presenca do alelo C, 5
demonstram possuir niveis muito baixos da proteina c-reativa quando

comparados aos pacientes sem a presenca do alelo C (Grafico 19).

8+ 7,33

3,68 3,61 O Presenca do alelo C

2,66
31 O Auséncia do alelo C

TO T30 T60

Gréfico 19: Diferenga nos niveis da proteina c-reativa quando ha a presenca do alelo C

comparado a auséncia do Alelo C.
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6 Discussao

A TB esta associada a varios fatores socio-econdmicos e
freqientemente acomete populagcdes com maior nivel de pobreza, moradores
de favelas e expostos a privacbes econdmicas. Nesta populacdo é mais
prevalente a caréncia de ingestdo de alimentos, micronutrientes, maior
ocorréncia de desnutricdo (E. A. Dodor. 2008) e possivelmente menor
efetividade na resposta imune (Cegielski e cols. 2004). A reativacdo de TB
latente ou TB sub-clinica tem sido associada ao status nutricional deteriorado e
ao aumento da ocorréncia de TB entre pacientes infectados por HIV (Cegielski
e cols. 2004). No presente estudo descritivo e observacional que incluiu
pacientes com TB pulmonar admitidos em dois hospitais no Rio de Janeiro, foi
realizada uma analise sobre a evolucdo de variaveis bioquimicas,
imunogenéticas e nutricionais durante fase inicial do tratamento anti-TB (60
dias).

Os resultados observados mostram a necessidade de se incluir uma
avaliacdo nutricional dos pacientes internados, aliada a avaliacdo clinica,
radioldgica e bacteriologica, pois entre 25 pacientes incluidos no estudo, 22
apresentaram desnutricdo segundo a afericdo por AMB. Apenas trés pacientes
eram portadores de infeccéo por HIV, sem imunodeficiéncia grave.

Internacionalmente, a medida de afericdo nutricional mais utilizada em
enfermidades agudas é baseada no indice de Massa Corporal (IMC). Apesar
de ser uma doenca cronica, o IMC também tem sido utilizado entre os
pacientes com TB (Dodor e cols. 2008; Kim e cols 2008; lwanaga e cols. 2006;.

Baldwin e cols. 2004).



Em nosso estudo, de modo inovador utilizamos a IMC e AMB para
avaliar o estado nutricional dos pacientes com TB. Nossos resultados mostram
que o perfil de desnutricdo entre os pacientes difere de acordo com o indicador
utilizado. Os dados observados com a medida da area média do bragco (AMB)
difere muito quando comparada com o IMC na analise nutricional e sua
associacdo com perfil clinico dos pacientes com TB pulmonar. Entre 25
pacientes incluidos, apenas 2 pacientes foram classificados como eutroficos
por este método. Na classificagdo com IMC, 11 pacientes foram classificados
como eutroficos, apesar da grave apresentacdo clinica e radiolégica. Tais
dados sugerem que deve ser revista a afericdo nutricional com IMC em
pacientes com TB, uma vez que seus resultados de baixa acuracia podem

impedir a adocao de prescricdo dietética indicada em pacientes internados.

6.1 Status Nutricional e Inflamacéo

Em nossa casuistica, em todos os 25 pacientes incluidos no estudo,
observa-se uma elevada resposta inflamatéria desde o inicio até o segundo
més de tratamento anti-TB, uma vez que 0s niveis de proteina c-reativa se
apresentam acima dos valores de referéncia. No segundo més, os niveis de
proteina c-reativa foram menores do que no inicio de tratamento. Tais
resultados estdo de acordo com Silva e cols (2007) onde, num periodo de 12
meses, em pacientes com diferentes formas clinicas de hanseniase, observou-
se que o0s niveis de proteina c-reativa foram mais elevados no inicio do
tratamento e maior no grupo que apresentava reacdo reversa. No presente
estudo, entre os 25 pacientes incluidos, 20 apresentavam pelo menos uma

cavidade pulmonar similar ao descrito por Siawaya e cols 2008 e Masako e
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cols. 2008 que observaram uma associacdo significativa entre a presenca de
cavidades no radiograma toracico e niveis elevados de proteina c-reativa.

A desnutricdo pode estar associada com maior taxa de mortalidade ou
em ser considerada como marcador predisponente para a ocorréncia de
doencas (Qureshi e cols. 2002). Em nossa casuistica, ha tendéncia de maiores
niveis da proteina c-reativa entre os pacientes desnutridos, similar ao relatado
por Qureshi e cols, ao observarem niveis séricos elevados de proteina c-reativa
em pacientes sob hemodidlise desnutridos em comparacdo aos pacientes
eutroficos.

Observou-se niveis elevados de VHS na fase inicial seguido de
diminuicdo durante o tratamento anti-TB. Estes resultados estéo de acordo com
aqueles relatados por Ostrowski e cols (2006), que ao estudarem uma coorte
de pacientes com tuberculose extrapulmonar observaram queda do VHS no
decorrer do tratamento anti-TB. Observamos também que os valores de VHS
se apresentam maior no grupo de pacientes classificados como desnutridos
graves, seja pelo método do IMC ou da AMB, o que evidencia um estado
inflamatorio mais persistente nestes pacientes.

Tem sido descrito niveis elevados do acido urico e efeitos adversos na fase
inicial do tratamento anti-TB, associados com uso de pirazinamida (Taki e cols.
2008; Solangi e cols. 2004). Entretanto, a hiperuricemia pode também ocorrer
em disturbios do metabolismo, como a desnutricdo (Tausche e cols. 2006). As
taxas elevadas do nivel sérico de acido urico na fase inicial foram seguidas de
diminuicdo durante o tratamento, principalmente entre 0s pacientes
desnutridos, o0 que sugerem neste estudo que sua dosagem pode ser utilizada

para monitorar resposta inflamatoria.
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Na fase inicial do tratamento anti-TB, observa-se uma reducéo na
contagem absoluta e relativa de CD3 + e linfécitos CD4 + e na producdo de
citocinas em culturas de células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com TB (Khasanova e cols. 2008). Nao se observou a diferenca na
contagem linfocitaria entre 0os grupos de pacientes desnutridos e eutréficos por
meio da classificagdo da AMB. Com uso da classificacdo de IMC, observou-se
uma tendéncia de niveis mais elevados de linfécitos circulantes entre os
desnutridos graves. Ha evidéncias cientificas que a desnutricido protéica
prejudica a resposta imunolédgica e inflamatéria (Hassanein e cols. 2006). O
aumento de niveis circulantes de linfécito CD4+ durante os primeiros 60 dias
de tratamento anti-TB efetivo relatado na literatura foi observado entre os
pacientes com desnutricdo grave. Provavelmente, caso fosse disponibilizado
em nossa casuistica o perfil funcional sobre a qualidade da resposta celular,
poderiamos talvez identificar as diferengas esperadas na dosagem de linfécitos
CD4+ durante o tratamento nas respostas inflamatorias a processos
infecciosos (Alimonti e cols 2005; Migueles e cols 2002).

A resposta efetiva a infeccdo por M.tuberculosis é determinada pela
interacdo patdgeno-hospedeiro, e 0 paciente considerado bem sucedido
apresenta uma resposta imune com formacdo de granulomas e doenca
limitada. Por outro lado, a presenca de cavidades no radiograma toracico indica
falha da resposta imune. (Barry e cols. 2008).

Apesar de pequena casuistica, nossos resultados sugerem que 0s
pacientes com maior grau de desnutricdo apresentam resposta inflamatéria

mais aguda e persistente.
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6.2 Avaliacdo Genética dos mediadores Inflamatérios

O uso potencial da avaliacdo dos niveis de citocinas no soro e sua
atuacdo como marcadores de resposta anti-TB tem sido proposto na literatura
(Ribeiro-Rodrigues e cols 2002).

No presente estudo, utilizando o método de IMC ou AMB, em razdo dos
niveis séricos muito baixos de TNF alfa, ndo foi possivel identificar diferencas
entre pacientes eutréficos e desnutridos. Tais resultados diferem daquele
descrito por De Andrade e cols (Bras J Infec Dis 2008), que mostraram uma
associacao entre niveis elevados de TNF alfa com perda de peso, e queda de
seus niveis durante o tratamento anti-TB. Os resultados obtidos em nosso
estudo podem ser parcialmente explicados pela elevada presenca (92%) de
polimorfismos no promotor do gene que codifica para TNF-a, na posicao -238,
usualmente associada com menor producdo de proteina TNF-a. Esta mutagéo
altera negativamente a taxa de transcricdo do gene. Nestes pacientes apesar
de elevada resposta pro-inflamatoria (niveis elevados de proteina c-reativa,
VHS e acido urico) pode néo ter ocorrido producéo elevada de niveis de TNF-
a. Tais dados reforcam a necessidade de se analisar o perfil de citocinas e a
presencga ou ndo de polimorfismos para a melhor compreensao dos fendbmenos
da patogenia da TB.

O polimorfismo 1059G> C no exon 2 da proteina c-reativa utilizado
neste estudo pretendia confirmar a associagdo do gendétipo tipo-selvagem G/G
com niveis séricos elevados de proteina c-reativa observado pacientes apés a
sindrome coronaria aguda (Revilla e cols 2002). Os resultados encontrados em
nosso estudo confirmaram tais dados, uma vez que 0s niveis elevados de

proteina c-reativa ocorrem em pacientes com uma frequéncia elevada do
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homozigoto selvagem (GG), e nenhum paciente mutante homozigoto (CC -
associado com menor producdo de proteina c-reativa) foi encontrado. Pois, a
maioria dos 25 pacientes incluidos no estudo apresenta niveis elevados de
proteina c-reativa. Entretanto, entre os seis pacientes que apresentaram perfil
heterozigoto (alelo G e C), em cinco deles, os niveis da proteina c-reativa
foram mais baixos, ou cairam mais rapidamente quando comparados aos
pacientes que eram homozigotos selvagens. Estes resultados sdo similares ao
descrito por Rizello e cols. (Rizello, 2007) que mencionaram uma associagcao
entre a presenca do alelo C e diminuicdo da expressao da proteina c-reativa.
Importante enfatizar que sdo escassas as informacdes na literatura, mas
€ possivel que a presenca de polimorfismos de outros genes também

possam participar na expressao de proteina c-reativa durante o processo

inflamatorio.

No presente estudo longitudinal, de maneira inédita em nosso meio, foi
possivel descrever marcadores bioquimicos, inflamatérios e imunogenéticos
durante o tratamento de pacientes com TB pulmonar. Tais informac¢des podem
ser Uteis na identificacdo de estratégias mais custo-efetivas na abordagem

terapéutica suplementar na fase inicial do tratamento da TB
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7 Conclusotes

- para a avaliacdo do estado inflamatdrio, a classificacdo por AMB se
mostrou mais apropriada para analise nutricional e resposta de fase aguda em
pacientes sob tratamento anti-TB em relagcéo ao IMC,;

- o status inflamatério dos pacientes submetidos ao tratamento
medicamentoso e nutricional melhorou ao longo dos 60 dias uma vez que 0s
niveis séricos inicialmente elevados de proteina c-reativa, VHS, e acido arico
diminuiram no seguimento, sobretudo nos pacientes desnutridos quando
comparados com 0s pacientes eutréficos,

- polimorfismo no gene de TNF-a na regiao -238 identificado em 92% dos
pacientes,

- polimorfismo no exon 2 da proteina c-reativa na posicdo 1059G>C
identificado em 6 (24%) pacientes com niveis baixos de proteina c-reativa em

5 deles.
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8 Limitacdes do estudo

- N&o foi possivel confirmar a tratamento diretamento observado dos
pacientes incluidos no estudo, pois tal atividade era exercida pelos
profissionais de saude dos hospitais; e, pela auséncia da realizacdo de exames
de urina e/ou dosagem dos niveis séricos dos medicamentos;

- N&o foram realizados questionarios de frequéncia alimentar.

- Amostra de conveniéncia resultou em pequena casuistica de pacientes
em sub-grupos para identificar tendéncias de algumas mensuracdes clinicas,
radioldgicas e laboratoriais.

- Numero limitado de mediadores e citocinas avaliados uma vez que a

resposta imunologica e inflamatoria funciona em rede integrada.
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9 Perspectivas do estudo

- A avaliacao nutricional realizada em pacientes portadores de TB deve ser
cuidadosa no intuito de que sejam identificadas terapias nutricionais adjuvantes
mais adequadas seguidas de melhor prognadstico.

- Necessaria a realizacdo de estudos genéticos e funcionais que incluam outros
genes alvos associados a modulacéo da resposta imunoldgica, tais como IL-13,
IL-10, IFN-y, com o intuito de melhorar a compreenséo sobre a resposta imune

e inflamatdria em pacientes sob tratamento medicamentoso anti-TB
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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