Sonia Maria Uso Ruiz Silva

Avaliacao dos niveis séricos do fator de crescimento
endotelial vascular durante o tratamento da tuberculose

pulmonar em relacio as citocinas e provas de fase aguda.

Tese apresentada ao Programa Pés-Graduacdo em
Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de
Botucatu da UNESP, para obtencdo do titulo de

Doutor em Doencgas Tropicais.

Orientadora: Prof* Dra. Jussara Marcondes Machado

Botucatu

2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
o DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

Bibliotecaria responsavel: Selma Maria de Jesus

Usod, Sonia Maria Ruiz Silva.

Avaliacdo dos niveis séricos do fator de crescimento endotelial vascular
durante o tratamento da tuberculose pulmonar em relagdo as citocinas e provas
de fase aguda / Sonia Maria Us6 Ruiz Silva. — Botucatu : [s.n.], 2008.

Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, 2008.

Orientadora: Jussara Marcondes Machado
Assunto CAPES: 43000005
1. Pulmdes - Doencas 2. Tuberculose pulmonar - Tratamento

CDD 616.995

Palavras chave: VEGF; Citocinas; Provas de fase aguda; Tratamento;
Mycobacterium tuberculosis.




“A sutileza do pensamento consiste em descobrir a
semelhanga das coisas diferentes e a diferenca das coisas

semelhantes.”

Montesquieu

“‘Grandes realizagoes sdo possiveis quando se dd atengdo

aos pequenos comegos.”

Lao-Tsé



@ L 60d

Ao Paulo, meu marido e grande amor, sempre ao meu lado, me encorajando e
incentivando. Obrigada por me escolher para caminharmos juntos e por fazer
de mim uma pessoa tdo feliz!

A vocé todo meu amor!

Aos meus amados filhos Renata e Gustavo, meu maior sonho jd conquistado! O
amor de vocés torna suave, cada dificuldade encontrada no caminho.

Meu amor por vocés é imenso e eterno!

Aos meus pais, pelo amor a mim dedicado e por me ensinarem o verdadeiro
valor da vida. A minha querida mde, Maria Us6, uma doce guerreira, que com
seu exemplo me ensinou que é possivel [utar pelos nossos ideais e ao mesmo
tempo observar a beleza do caminho percorrido!

Obrigada por tudo!
Ao meu amigo e irmdo Mdrio Wilson, e Cecilia Odete pelo carinho e amizade!

Ao meu querido avd, Manoel Uso sempre caminhando ao meu lado!

Que saudades de vocé!



Com carinho especial

A, Dra Jussara Marcondes Machado, uma pessoa tio querida!
Mestra e amiga, que durante esses anos me orientou com sabedoria, dedicacdo e
incentivo e a quem tanto admiro e respeito!
Vocé é um daqueles presentes raros que a vida nos dd!

Muito obrigada, por tudo!

A minka grande e querida amiga Fatima Regina Vilani Moreno, tio
verdadeira e sincera!
Ndo tenho palavras para agradecer seu carinho, generosidade e disposicdo em
me auxiliar durante essa caminhada.

Obrigada por tudo!
A Sueli Aparecida Calvi, pela atengdo, amizade e pelo grande auxilio prestado!

Agradego sobretudo a Deus, por permitir esta grande conquista, ao lado de

tantas pessoas maravilhosas que me ajudarm a tornar possivel este sonho!



Agradego a todos que estiveram comigo nesta caminhada

Ao Dr Paulo Camara Marques Pereira e Dra Sueli Aparecida Calvi pelas

valiosas sugestoes durante a qualificacdo que enriqueceram este trabalho.

Aos professores do Programa de Pés-Graduagdo, que exemplarmente

repassaram conhecimentos tdo necessdrios para a realizagdo deste estudo.

A Solange Sato Cagliari, sempre tdo atenciosa e gentil que, no decorrer desses

anos, se tornou uma amiga querida.

A Secretdria Municipal de Saiide de Bauru, Dra Tereza Maria S. Faiffer, pela

anuéncia ao projeto.

Ao Dr Carlos Eduardo Sacomandi, pela valiosa ajuda e por permitir que os

pacientes fossem consultados para participar da pesquisa.

Ao Dr Rinaldo Péncio Mendes por autorizar a coleta de dados necessdrios ao

estudo, contidos nos prontudrios dos pacientes.



Ao Dr José Mauro Zanini, Diretor do Hemocentro de Botucatu, por

autorizara participacdo dos doadores de sangue e a estes, que de maneira

altruista colaboraram como controle, nesta pesquisa.

Aos funciondrios do Servico de Moléstias Infecciosas da Secretaria de Saiide de
Bauru, especialmente ds funciondrias /‘Zinge[a, Margarida, Josita, Denise,
Conceigdo, Mara, Silvio, a enfermeira Roberta e a Diretora Silvia pela
cooperagdo e boa vontade demonstrada durante todo o periodo de
desenvolvimento deste estudo. O carinho e dedicagdo desses funciondrios com

0s pacientes, é o mais belo exemplo de vida!

Aos funciondrios do Laboratorio de Imunologia do Instituto Lauro de Souza
Lima, Mdrcia, Débora, Erika, Lariza, Sandra, Iracema e Nice, pela amizade,
carinho e pelo inestimdvel auxilio prestado durante todo o desenvolvimento do

projeto.

Aos funciondrios do Laboratério Clinico do Instituto Lauro de Souza Lima,
sempre atenciosos, por me auxiliarem de maneira exemplar durante a execugdo
da pesquisa, Mara, Fatiminha, J6, Bia, Ceine, Juliana, Veronica,Cdssia,
Daerce, Zulmira, Nddia, D. Amdlia, Izilda, Camila e Heloisa. Com carinho
especial ao Dr Dirceu, Dalpino, uma pessoa amiga e um exemplo de dedicacdo

e capacidade.



Aos funciondrios da Pos-Graduagdo de Botucatu, Regina Célia Espadin,
Nathanael Pinheiro Salles, Liliam Cristina Bianchi, Ana Paula Devidé e

Janete Aparecida Herculano Nunes Silva, sempre tdo atenciosos e prontos para

esclarecer nossas duvidas.

Ao Grupo de Apoio a Pesquisa, pelo auxilio prestado neste estudo,
principalmente ao Hélio Rubens de Carvalho Nunes pelo auxilio no tratamento
estatistico, ao Collin Edward Knaggs pela versdo do texto para o inglés e a

secretdria Juliana Cristina, sempre tdo atenciosa e solicita.

Aos funciondrios da Biblioteca da UNESP de Botucatu, Selma Maria de
Jesus, pelo auxilio na revisdo das referéncias bibliogrdficas e Rosemary Cristina

da Silva, pela execug¢do da ficha catalogrdfica.

Aos meus verdadeiros e queridos amigos, que me apoiaram e incentivaram

durante essa caminhada. A vocés, todo meu carinho e meu sincero obrigado!

Ao amigo James Venturini, que muito me ajudou durante todo esse periodo que

compartilhamos na luta pelos nossos objetivos.

A Eliana Peresi pela contribuicdo durante o estudo.



A amiga e Chefe da Se¢do de Microbiologia do Instituto Lauro de Souza Lima,
Suzana Madeira Didrio, por tornar possivel o desenvolvimento deste projeto,

apoiando e dando condigoes de viabilizar as coletas externas.

A querida amiga Erika Mozer, responsdvel pela formatacdo da tese, que
desprendidamente e de coragdo, dedicou seu tempo para tornar esteticamente

mais belo este estudo. Muito obrigada por isso!

As funciondrias da grdfica do Instituto Lauro de Souza Lima, Maria José,
Hildebrando, Sueli e Terezinha que gentilmente através de sua habilidade

incontestdvel, foram responsdveis pela encadernagdo destes volumes.

De modo especial aos pacientes, a quem também posso chamar de amigos apos a
convivéncia de seis meses, que gentilmente concordaram em participar do
estudo, tornando possivel esta pesquisa.

A vocés, meu sincero agradecimento e a esperanca de poder um dia, encontrar

um caminho que possa ajudd-los!



Sonia Maria Uso Ruiz Silva

Avaliacao dos niveis séricos do fator de crescimento
endotelial vascular durante o tratamento da tuberculose

pulmonar em relac¢ao as citocinas e provas de fase aguda.

Tese apresentada ao Programa Pds-Graduacdo em
Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de
Botucatu da UNESP, para obtencdo do titulo de Doutor

em Doencas Tropicais.

Orientadora: Prof* Dra. Jussara Marcondes Machado

Botucatu

2008



SUMARIO

I - INTRODUGAGO ......ououeeeerreeressessessssssessessessessssessessessessesssssssessens
1. TUDEICUIOSE c...cccueeneeeeennnnceiceninnnisnicsecsnecsssnssesssesssnessssnnes
2. A Resposta Imune na Tuberculose ..........cccoveeeecnsnncccscnnnccnns
3. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).............
4. Resposta de fase aguda........ccoeveerersvnnrccssnniccsssnnecsssssscsssnasscses
S. Justificativa do EStudo.......cueeeeeeeueesenceenseecsnensenssnessnessannnns

II - OBJETIVOS caeeeenenennenensnisnesnnsnessnsssssssssssssassssssssssees

III - CASUISTICA € METODOS.....ccoomnecrummanncssasmsssssssssasssssssns
1. CaSUIStICA..cceeerecreesennseesnnsnnsnnsaesesssecsesssncsasssnsssessesssessesssnanes

2. MELOUOS ..uveerneruncsuncncsancseesancssesncssisnessnssessnsssssssssssssssssasssssssse
2.1 ConstituicaAo A0S SrUPOS ..c.cceevveccssressssecsssessssesssssossnses

2.2 Diagnoéstico de Tuberculose: .......cccccvveecncencccnecssasessanes

2.2.1 Identiticacao do bacilo: baciloscopia e cultura ....

2.2.2 Exames de Imagem ........ccceevereccssaneccssnnnccsssanscssssances

2.2.3 Exame histopatologico ........cccceecercrcascssencccenscsasessanes

2.3 Coleta de SANGUE.......ueeererreessrresssessssssssssssssssesssesssssssanses

2.4 Determinacao das citocinas........ccceeeveree

2.4.1 No soro......

2.4.2 No sobrenadante de cultura celular ...........cceeeeeue..

2.5 Determinaciao de VEGF .............ccceuueeee.

2.6 Determinacao das proteinas de fase aguda e do VHS

2.7 Analise estatistica:

01
01
05
13
16
20

23

26
26
26
26
28
28
29
29
30
31
31
32
33
34
35



IV - RESULTADOS

V - DISCUSSAO ....

VI — CONCLUSOES . ....eoeeeeeeeerereeesenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssses

VII - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .oeeeeeeeeeeeeeeessesssssssssnns

RESUMAO ..uucuiiiinnninnnsnensnnsnsssnssnssssssesssssssssssssassssssassssssasssssssssssssasssssssssses

ABSTRACT aucouerininsnennnsnnnsnnsenssnssnssssssssssessasssssssssssssassssssssssassasssssssssses

APENDICES. c..vveveveeevesesesesesesesssesssesssssssesssssessssssssssasssssasssssessasssssssasasases

ANEXOS

38

72

100

103

129

132

135

148



Introducdo




Introducdo

I. INTRODUCAO

1. Tuberculose

Entre as doencgas infecciosas que atingem a humanidade, a tuberculose (TB),
apesar dos esforcos para sua eliminacdo, permanece como um dos principais
problemas de satide publica na maioria dos paises D De acordo com os dados da
Organizacdo Mundial da Saide (OMS), um ter¢co da populacdo mundial, cerca de
dois bilhdes de pessoas, estd infectada com o bacilo, sendo que 5% a 10% desses
individuos apresentam o risco de desenvolver a tuberculose ativa, num periodo de
um a dois anos apoés a infeccao e 3,5% a 6 % perderdo a vida em virtude da doenca
@3 Ainda, a cada ano, surgem oito milhdes de novos casos de tuberculose no
mundo, levando a morte trés milhdes de pessoas. No Brasil, estima-se em mais de
50 milhdes o nimero de individuos infectados. Sao cerca de 90.000 casos novos por
ano, mas, como ha casos ndo notificados, calcula-se que esse nimero seja ainda
maior, podendo chegar a 130.000®.

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa cronica, causada pela bactéria
intracelular Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) que se dissemina pelo ar
através de goticulas de saliva expelidas pela tosse, fala ou espirro dos doentes.
Assim, o contdgio se dd com maior freqiiéncia pelas vias respiratorias, indo o bacilo
se alojar preferencialmente no tecido pulmonar, rico em oxigénio, ali permanecendo

por tempo indefinido, contido pelas células de defesa. Na grande maioria das vezes,
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a micobactéria é destruida nesse estdgio pelos macréfagos alveolares ou permanece
na forma de infec¢do latente. Em uma minoria de casos, desenvolve-se a doenca
ativa (tuberculose primdria) preferencialmente no pulmdo, embora possa atingir
qualquer tecido do organismo apds disseminacdo hematogénica. A destrui¢cdo do
bacilo depende inicialmente da capacidade microbicida intrinseca dos macréfagos
alveolares e dos fatores de viruléncia da micobactéria. Em decorréncia da
diminuicdo da imunidade, em situacdes de desnutri¢do, subnutricdo, stress ou
presenca de outras condigdes moérbidas, como a aids, tende a reativar-se. Quando
isso acontece, tem-se a doenca, que pode provocar graves lesdes no tecido,
ocasionadas pelas proprias defesas do organismo, na tentativa de eliminar o

bacilo"¥

. A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) tem sido
considerada o maior fator de risco para o desenvolvimento da tuberculose. Estima-se
que o risco do portador do HIV de adoecer, pela infec¢do com o bacilo seja de 7% a
10% ao ano, enquanto o nao portador, de 10% durante toda sua vida (0,3% ao ano)
(2).

A tuberculose foi responsdvel por milhdes de mortes no passado. A
introdu¢do da vacina BCG, trinta e nove anos apds a descoberta do bacilo, da
quimioterapia e de medidas profilaticas reduziu drasticamente a letalidade da doenca
e sendo essa situacdo mantida por varias décadas. Embora o combate a tuberculose

tenha reduzido consideravelmente a ocorréncia da doenga nos paises desenvolvidos,

dados historicos, calculados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), indicam
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que nao foram observados grandes efeitos na redu¢do do problema global, desde a
descoberta do bacilo por Robert Koch, em 1882. Assim, em 1993, a OMS declara a
tuberculose uma emergéncia global de saide publica, estabelecendo como meta o
controle /erradicacdo da doenca até o ano de 2015, o que significa um grande
desafio, principalmente para a Africa e o leste europeu.

Atualmente o esquema de tratamento preconizado pela OMS é baseado na
utilizacdo de quatro antimicrobianos de primeira linha, rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol em tratamento diretamente observado (DOT) durante seis
meses. Essa medida, que tem por objetivo evitar o abandono e prevenir o

aparecimento de resisténcia as drogas, tem resultado em alta porcentagem de cura.””

8)

No entanto, apesar da disponibilidade de quimioterapia efetiva e da protecao
moderada da vacina BCG, a incidéncia global de TB tem aumentado
consideravelmente. Esse aumento tem sido, em grande parte, causado pelas
linhagens de mutantes resistentes — MDR (do inglés, MultiDrug-Resistants) as duas
principais drogas antimicrobianas, rifampicina e isoniazida e, mais recentemente, a
linhagens resistentes a pelo menos trés das seis principais drogas de segunda linha —
XDR (do inglés, eXtensively Drug-Resistants) @19 Egsa condi¢do € extremamente
alarmante. Estudos recentes estimam 458.000 novos casos de tuberculose MDR

ocorrendo no mundo em 2003, o que significa 3,2% do total de casos novos de
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(8,11,12)

tuberculose Em conseqiiéncia disso e de outros fatores, como a recente

pandemia HIV/aids, o nimero de doentes volta a preocupar os 6rgaos de satde M,

No sistema prisional, a alta incidéncia da tuberculose, decorrente do
confinamento e aglomeracdo desses individuos, o numero significativo de
portadores do HIV, favorecendo a co-infec¢do tuberculose/aids, a demora para o
diagnéstico e o abandono do tratamento colaboram com a rdpida emergéncia de
resisténcia as drogas (1.8)

O diagnéstico da tuberculose € tradicionalmente realizado pela identifica¢ao
do bacilo dlcool &cido resistente (BAAR) em esfregacos, corados pelo método de
Ziehl-Neelsen, de material proveniente de pacientes com suspeita clinica da doenca.
E método de ficil execucio e baixo custo, sendo também utilizado para acompanhar
a eficacia do tratamento na tuberculose pulmonar, verificada pela redugdo bacilar e
pelo desaparecimento do agente no escarro. No entanto, apresenta baixa
sensibilidade, sendo necessaria a presenca de pelo menos 5.000 a 10.000 bacilos por

3 2 . ,
(319 "0 método mais sensivel e

mililitro de escarro para que sejam detectados
especifico, disponivel até o momento, para o diagndstico da tuberculose pulmonar e
extra-pulmonar, é o isolamento da micobactéria em cultura. E o método ideal para
amostras paucibacilares, como ocorre em pacientes com aids, sendo capaz de
detectar a partir de 10 bacilos vidveis por mililitro de amostra. A cultura também €

de grande valor no acompanhamento do tratamento em casos de suspeita de

resisténcia, por permitir a identificacdo da micobactéria cultivada e a realizagdo do
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teste de sensibilidade. No entanto, por se tratar de bacilo de crescimento lento, sao
necessarios até 60 dias para se obter um resultado positivo 319 Embora atualmente
existam métodos mais rapidos para cultivar o bacilo, como o Middlebrok 7H9,
BACTEC, MGIT, entre outros, além do alto custo, esses continuam demandando
tempo relativamente longo, de aproximadamente 28 dias, até o diagndstico, pois sdo
necessérias 10° unidades formadoras de coldnias para a definicio do resultado .

Desse modo, testes capazes de avaliar mais rapidamente a resposta ao

tratamento de pacientes com tuberculose, permitindo que se detectem, em menor

espaco de tempo, os possiveis casos de resisténcia, sdo extremamente valiosos.

2. A Resposta Imune na Tuberculose

A interacdo entre as vdrias populacdes de células imunocompetentes,
particularmente entre macréfagos e linfocitos T, caracteriza a resposta imune
mediada por células, importante para o controle de parasitas intracelulares, como € o

caso do agente da tuberculose (15.16)

ApOs a penetracdo do M. tuberculosis no
pulmao, tem inicio a resposta de defesa contra a infec¢do, que envolve a interagdo
das glicoproteinas de superficie da micobactéria com os receptores de superficie dos
macréfagos alveolares. O reconhecimento de produtos micobacterianos,

principalmente lipoarabinomanana (LAM), principal componente da parede celular,

e lipopolissacarideos (LPS), pelos receptores TLR (do inglés, Toll-Like Receptors),
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mediadores transmembrana filogeneticamente conservados na imunidade inata,
presentes nos macrofagos, € essencial para a sinalizagdo e desenvolvimento da
resposta imune (1617 "Egsa interacdo leva a ativacao celular e producdo de citocinas,
proteinas de baixo peso molecular, secretadas principalmente pelos leucécitos T-
helper (Th) e macréfagos. Essas proteinas se ligam a receptores especificos de
membrana das células-alvo, em geral com grande afinidade, enviando sinais que
alteram a expressio dos genes dessas células, mediando efeitos biologicos
complexos de interacdo entre linfdcitos, células inflamatdérias e hematopoiéticas,
extremamente importantes para o desenvolvimento de resposta imune efetiva. As
citocinas podem ser dosadas no sangue periférico, em culturas de células e outros
materiais biolégicos, revelando, assim, o perfil de células Th presentes no paciente e
definindo qual deles predomina: Thl, Th2 ou ainda ThO, o que determina, em parte,
a fase da infeccao (16,17.18)

Assim, células Th1 produzem interleucina-2 (IL-2) e interferon gama (IFN-
Y), substancias que promovem reacdes de defesa mediadas por macrofagos e outros
fagbcitos, sendo responsdveis pela morte intracelular de patégenos, enquanto as
células Th2 produzem principalmente IL-4 e IL-10, que induzem a diferenciacdo de

101922

células B e antagonizam Th Ambas parecem derivar de uma célula T

precursora comum, envolvendo um estadio intermediario ThO, capaz de secretar
tanto IFN-y quanto IL-4, com capacidade de se diferenciar em qualquer dos dois

subtipos (1923 Na realidade, um subtipo inibe o desenvolvimento do outro (1920.23:29)
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Antes que se desenvolva completamente a resposta imune adaptativa, as
células Natural Killer (NK), em resposta a IL-12 e IL-18, ou pelo reconhecimento
direto dos antigenos micobacterianos, sdo as principais produtoras de INF-y,
seguidas dos macréfagos alveolares e células T expressando receptores gama - delta
(Tyd) e T CD1 (151625 " A5 células Tyd sdo capazes de reconhecer diretamente
pequenas proteinas micobacterianas na auséncia de moléculas apresentadoras de
antigenos, assim como as T CDI1 restritas, que sdo capazes de desencadear a
atividade citotéxica !>,

O IFN-y, importante para o controle da infeccdo pelo M. tuberculosis,
secretado pelos linfécitos T CD4 e células NK, ativa os macrofagos alveolares, que
passam a produzir reativos intermedidrios de nitrogénio e oxigénio, envolvidos na
inibicdo do crescimento e morte da micobactéria, e IL-12, levando a uma retro-

. - .. . . 26,27
alimentacdo positiva que amplifica essa via %7

Existem estudos que
demonstraram que aerosol de IFN-y, administrado a individuos normais, € capaz de
ativar os macréfagos alveolares @®_ No entanto, uma vez dentro do macrofago, o M.
tuberculosis tem habilidade de persistir no compartimento fagossémico, inibindo a
fusdao do lisossomo e impedindo a acdo das enzimas liticas, permanecendo, assim,
na forma latente *>”. H4 evidéncias de que a micobactéria é capaz de produzir
amonia, substincia que, alcalinizando o meio, poderia inibir a fusdo do

fagolisossoma ou a acdo das enzimas liticas *. O IFN-y estimula a expressdo do

antigeno, pela molécula MHC classe II e suprime a produgdo das citocinas IL.-4 e
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IL-10 e, por conseqiiéncia, a acdo do perfil Th2 “**?. A administracdo de IFN-y a
pacientes com tuberculose pulmonar causada por bacilos MDR levou a melhora no
quadro clinico, com ganho de peso, diminui¢do das lesdes cavitdrias e eliminacdo
dos bacilos no escarro “". Estudos recentes associam a producdo de IFN-y in vitro,
por células T estimuladas com antigenos especificos, ao diagndstico da tuberculose
(133239 Todos esses experimentos confirmam o importante papel do IFN-y na
defesa do hospedeiro e sua possivel acdo primdria na ativacado do macréfago.

Além de IFN-y, o M. tuberculosis induz a secre¢cio de TNF-a por
macrofagos, células dendriticas e células T. Essa citocina é importante para o
controle da infec¢do aguda pelo bacilo, por seu papel na inflamacdo local e na
ativagdo de macréfagos, sendo essencial para a formacdo e manutencdo do
granuloma (202420) "TNFa influencia a expressao de moléculas de adesdo, bem como
de quimiocinas e seus receptores, induzindo a migracdo celular para o local da
infeccdo, impedindo, assim, a disseminacao da infec¢cdo @6),

Sobrevivendo no interior do macréfago, o M. tuberculosis causa ativagao
continua do linfécito T, leva a grande producdo das citocinas pro-inflamatérias IFN-
vy € TNF-a e a formacgdo do granuloma funcional, que sofre necrose central caseosa
pela acdo das enzimas lisossOmicas, liticas para o tecido. A necrose caseosa é
cercada por grande quantidade de macréfagos ativados e células epitelidides, 6timas

produtoras de TNF-a, circundados por linfécitos T CD4+ e T CD8+, numa batalha

. : ~ o 16,19,2 :
continua para conter a infeccao e a reativacdo da doencga (161920 Embora com efeito



Introducdo

=

protetor, o TNF-a, em altas concentra¢des, pode representar importante fator de

imunopatogenia da doencga relacionada com destrui¢do tecidual (35.36)

Hernandez-Pando et al ©”

, estudando camundongos infectados com M.
tuberculosis, por instilacdo intratraqueal, demonstraram que a producdo rapida de
IL-2 e IFN-y, no inicio da infec¢do e em atividade sinérgica com IL-1 e TNF-a,
levava 2 eliminacdo da micobactéria ©”. Estudo imuno-histoquimico do pulmdo de
camundongos infectados mostrou, também, que, na fase inicial da tuberculose, ha
grande nimero de células expressando IL-2 que, juntamente com TNF-a e
moléculas de adesdo, contribuem para a formacdo do granuloma “®. Com o tempo,
no entanto, ocorre uma diminui¢do da producdo de citocinas do perfil Thl, e
aparecem células expressando citocinas do perfil Th2, que promovem a desativagcdo
dos macrofagos, contribuindo para o controle da resposta inflamatéria.®®.

Estudo experimental em camundongos com inoculacdo intra-peritoneal de M.
tuberculosis demonstrou que, na fase aguda da infec¢do, predominam células T
CD4+ com baixa expressao de IL-4 e de seus receptores no infiltrado inflamatério e
no granuloma G9 A medida que a infecg¢do evolui para a formag¢do do granuloma,
aumenta a expressao de IL-4 e IL-10 e diminui a de IFN-y, conforme relato de Orme
et al Y. H4 autores que associam o aumento de citocinas representativas do perfil
Th2 as formas mais avancadas da doenga, enquanto que o predominio de IFN-y
(perfil Thl), as suas formas leves. J4, o aumento concomitante de IL-4 e IFN-y,

1 . . : N A . 23,37
indicando o perfil ThO, € associado a fase cronica e progressiva da doenca @337
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No entanto, parece que a perda de controle dos rumos da infec¢do se deve,
principalmente, a deficiéncia de IFN-y, que pouco a pouco se vai notando, embora
alguns estudos associem o avanco da tuberculose para formas mais graves ao
aumento de IL-4 e de TGF-, que suprimem a proliferacao linfocitéaria e direcionam
para o perfil Th2 ¢*7.

Para antagonizar o excesso de resposta inflamatéria, iniciada contra o M.
tuberculosis, surgem os mecanismos antiinflamatdrios, representados pelos
receptores soliveis de TNF-a, que impedem a ligacdo desta citocina ao seu receptor,
por bloqueio da sinalizacdo, e pelas citocinas antiinflamatorias, I1L-4, IL-10 e TGF-
B.

A IL-10, citocina reguladora da resposta imune, € produzida pelos
macrofagos e células T, durante a infeccao pelo M. tuberculosis, e tem a propriedade
de desativar os macréfagos e diminuir a produc¢do de IL-12, para arrefecer a
producdo de IFN-y @337 Desse modo, pode ser considerada a chave para protecao
do hospedeiro contra o excesso de resposta tipo Thl, o que certamente deve ocorrer
na fase em que o doente manifesta sinais e sintomas de tuberculose. A IL-10
estabelece verdadeiro equilibrio entre a resposta imune protetora e a patoldgica, uma
vez que altos niveis de IFN-y e TNF-a levam a necrose tecidual G637 A

neutralizacdo da acdo do TNF-a pela IL-10 é conseguida pela inducdo da liberagcdo

de receptores soliveis para a primeira (TNF-aR2), formando-se complexos TNF-
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(30)

TNFR, que limitam a funcdo nociva do TNF-a A IL-10 pode atuar, ainda,

inibindo diretamente a resposta de células T CD4+ G8,

No entanto, ao lado de toda essa atividade antiinflamatoria, a IL-10 também
tem efeito antiapoptético, que leva ao aumento da sobrevida do macréfago
infectado, garantindo um foco de produc¢do continua das citocinas pré-inflamatérias
G% A dualidade da atividade pré- e antiinflamatéria da  IL-10 é bem demonstrada
em experimento de camundongos transgénicos, que expressam constitucionalmente
IL-10. Esses animais tém menor capacidade de contencdo da infeccdo pelo Bacilo
Calmette-Guérin (BCG), embora ndo tenham prejuizo da resposta de células T,
incluindo a producdo de IFN-y ©% Na tuberculose em atividade ocorre, ainda, a
producdo do fator transformador de crescimento beta (TGF-f), citocina produzida
por linfécitos, macréfagos e células dendriticas, considerada um potente inibidor da
ativacao dos macréfagos, bem como da proliferacdo de linfécitos T CD4+, T CD8+

e linfécitos B 4142,

Participa na inducdo da fibrose em modelos experimentais de
infeccdo pulmonar, como € o caso da inflamacdo produzida por micobactérias. O
TGF-P € citocina pleiotrépica, com acdo pro- e antiinflamatéria, de acordo com sua
concentracdo ©®”. Assim, em modelo experimental, em baixas concentracdes, na fase
aguda da infeccdo, atua como fator quimiotdtico para mondcitos e indutor de

secrecdo de IL-1a e TNF-a, atuando como ativador inflamatério. Ao contrario, na

fase cronica da infecc¢do, atinge nivel mdximo de producdo iniciando um processo
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antiinflamatério e de regeneracdo que pode ter influéncia na evolugdo e na
imunopatologia da doenga 6D,

O TGF-p pode estimular a proliferacao e diferenciacio de células T e também
impedir a apoptose dessas células; pode, ainda, modular a expressao de moléculas de
adesdo e induzir a quimiotaxia de leucdcitos, bem como de outras células
inflamatérias. Além disso, inibe o efeito citotéxico e regula a expressdo de
moléculas MHC classe IT“"4?.

Mondcitos de pacientes tuberculosos tém capacidade aumentada de secretar
TGF-B, in vitro, sob estimulo de antigenos micobacterianos @0 Egsa citocina
apresenta acdo inibidora sobre o sistema imune, por controlar a producao e funcdo
de TNF-a , IFN-y e IL-1 e por inibir a inducdo do receptor de IL-12 e a ativagdo de
macrofagos, o que resulta em diminui¢ao da resposta oxidativa. Geralmente, o TGF-
B é expresso de maneira mais significativa no sitio da infeccao ativa pelo M.
tuberculosis e, segundo Toosi et al @ tem papel central na imunopatogénese da
tuberculose.

Othieno et al “?

, estudando culturas de células de sangue periférico de
individuos PPD positivos, demonstraram efeito sinérgico do TGF-B e IL-10 na
inibi¢do da producdo de INF-y pelas células mononucleares, apds desafio com PPD.
Verificaram, ainda, a acdo do TGF-f no aumento da producdo de IL-10 pelos

L, . P - . . 42
mondcitos, sendo essa dltima dependente da concentracdo da primeira “*?.
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Rojas et al “¥, estudando células TCD4+ e Tdy, principais linhagens de
células T ativadas pelo M. tuberculosis, ndo observaram efeito sinérgico entre TGF-

B e IL-10. Relataram, no entanto, que as duas citocinas inibiam a resposta das

células T CD4+ e Tyd ao M. tuberculosis, por diferentes mecanismos de ag¢ao “n,

I (45)

Hirsh ef al ™, empregando cultura de PBMC de individuos com tuberculose,

observaram aumento significativo na produc¢do de IFN-y, na presenca de anticorpos

anti-TGF-P, comprovando o efeito imunomodulador dessa citocina .

3. Fator de Crescimento Endotelial Vascular

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), também conhecido como
fator de permeabilidade vascular, € citocina multifuncional que tem sido alvo de
muitos estudos pelo envolvimento que tem em importantes fungdes, como o
aumento da permeabilidade vascular e pela acdo angiogénica, principalmente em
tumores malignos (4647 Com base nessas func¢des, tem sido associada ndo apenas a

tumores malignos, mas, também, a doencas inflamatérias cronicas, como a

tuberculose “®.

Na tuberculose pulmonar, trombose venosa profunda é evento clinicamente

confirmado em 3% a 4% dos pacientes adultos, no entanto, a real incidéncia deve

(49)

estar em torno de 10%, pelo fato de um terco dos casos ser inaparente *’. Robson

(49)

et al ™, estudando a atividade fibrinolitica, a fun¢do plaquetdria e os marcadores de
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resposta de fase aguda em pacientes com tuberculose pulmonar grave,
demonstraram ocorrer alteracdes hemostaticas que podem favorecer o
desenvolvimento de estado de hipercoagulacdo. A ligacdo entre inflamacdo e
complicagdes vasculares pode ser determinada pela resposta de fase aguda “9),

A inflamacdo pode promover a angiogénese, ou neovascularizacdo, por meio
do aumento da liberacdo do VGEF; de proteinas plasméticas extravasadas, como o
fibrinogénio; das células inflamatdrias, como os macréfagos, linfécitos, mastécitos e
fibroblastos e por meio de citocinas, como o TNF-a , que além da atividade pré-
inflamatéria, também podem ter atividade angiogénica “*. No entanto, o mecanismo
da neovascularizagdo na tuberculose permanece, ainda, pouco conhecido.

A neovascularizacdo € um processo de crescimento de novos capilares
sangiifneos a partir de vasos pré-existentes. E fundamental para embriogénese,
crescimento, reparo tecidual apds lesdo e para o ciclo reprodutivo feminino. No
entanto, pode representar mecanismo patogénico importante para a evolugcdo do
crescimento tumoral e das doencgas inflamatorias cronicas. Estudos demonstram que
o VGEF estimula a angiogénese na inflamagdo cronica, levando a neovascularizacao

@83132) " Saita et al ©Y, inoculando

inflamatdria pelo recrutamento de macréfagos
Trealose 6,6-Dimicolato (TDM) de M. tuberculosis em coérnea de rato, provocaram
reacdo granulomatosa associada a inducdo de angiogé€nese local. Citocinas pro-

inflamatérias e VEGF foram detectadas no estdgio inicial do processo. Verificaram,

ainda, que, empregando anticorpos neutralizantes contra VEGF e IL-8, inibiam o
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infiltrado inflamatério e a neovascularizacio no local do indculo. Resultados

1 69

semelhantes foram observados por Sakaguchi et a , em tecido granulomatoso

murino sob efeito de TDM.

Ozawa et al ®

, estudando mieloblastos de camundongos com expressao de
VEGF, demonstraram que o microambiente € mais importante na induc¢do da
angiogénese que a concentracdo de VEGF.

Matsuyama et al “8) demonstraram, em soro de pacientes com tuberculose
ativa, aumento significativo da concentragdo de VEGF que diminuia durante o
tratamento, paralelamente a melhora clinica. Ao contrdrio, de acordo com os
autores, os niveis séricos de VEGF permaneciam altos em pacientes com
tuberculose causada por bacilo MDR, mesmo com o tratamento. Observaram, ainda,
que os niveis séricos dos pacientes com tuberculose em atividade eram
significativamente diferentes daqueles encontrados em doentes com historia
pregressa de tuberculose, sugerindo que o VEGF puderia refletir a atividade da

(48)

doencga na forma pulmonar Estudos semelhantes, conduzidos por Alatas et al

56 . . . L, .
49 " confirmam o aumento dos niveis séricos de VEGF na tuberculose antes do
tratamento, em relagdo aos observados apds a terapia, e sugerem sua indica¢gdo como
marcador de atividade da doenca. Até o momento, ndo se conhecem estudos que

associem o VEGEF as citocinas pro- e antiinflamatdrias, assim como a resposta de

fase aguda, em um mesmo grupo de pacientes, com a finalidade de avaliar seu
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potencial como marcador de atividade da tuberculose pulmonar em relacdo ao

tratamento.

4. Resposta de Fase Aguda

Este termo € utilizado para indicar os diversos efeitos sistémicos que
acompanham a inflamacao, isto €, alteracdes na concentracdo plasmética de muitas
proteinas sintetizadas no figado, juntamente com uma grande variedade de
alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e estruturais. Do ponto de vista clinico, essa
resposta se caracteriza principalmente por febre, anemia, leucocitose, anorexia, e
perda de peso. Na tuberculose em atividade, a reacdo de fase aguda é forte ©"%.

A maioria dos diferentes elementos da resposta de fase aguda € mediada por
uma complexa cascata de citocinas, liberadas por células ativadas durante a resposta
inflamatédria. Esses elementos sdo representados por proteinas e enzimas no soro,
plasma e fluido tecidual, que participam como efetoras da resposta imune inata,
denominadas proteinas de fase aguda (PFA). Embora carreguem fung¢des altamente
especificas em nivel molecular, PFA geralmente reconhecem alvos ou substratos
encontrados principalmente na parede celular de grande variedade de

microorganismos, normalmente ausentes no ser humano, como os peptideoglicanos,

lipopolissacarideos, mananas e glicolipides de micobactérias. Essas proteinas sdo
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capazes, pois, de fornecer protecdo inespecifica, por reconhecerem imediatamente
grande nimero de patdgenos como estranhos, mesmo no primeiro contato (59.60)

A maioria das PFA € encontrada em baixas concentracdes séricas em
condi¢des normais, podendo, no entanto, aumentar mais de mil vezes durante
infeccOes graves, o que expressa sua importancia como elementos da resposta de
fase aguda do soro (59:60)

Durante a reacdo inflamatdria, mondcitos secretam citocinas como IL-6, 1L-1
e TNF-a que, liberadas localmente, ou na corrente sangiiinea, induzem os
hepatécitos a sintetizar PFA ©”%?. Sdo exemplos dessas substincias a;-glicoproteina
acida (GPA), haptoglobina, ceruloplasmina, fibrinogénio e proteina C-reativa
(PCR), produzidas em quantidade elevada no figado (61.62)

A expressio de PFA € ainda modulada por hormonios, como os
glicocorticdides, que podem estimular diretamente a producdao de algumas dessas
proteinas. No entanto, seu principal meio de acdo € em sinergia com citocinas €
fatores de crescimento, como o TGF-, que potencializa o efeito da IL-6 sobre
alguns genes de PFA, possivelmente estimulando a expressdo do receptor de IL-6
(61.62)

A demonstra¢do desses marcadores no soro pode fornecer ajuda valiosa para
a deteccdo do processo infeccioso, ou avaliagdo da gravidade e do progndstico das

(40,41) As

doengas cronicas PFA podem ser detectadas pela eletroforese de proteinas

séricas (EFP) )
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Assim sendo, os niveis de GPA estdo elevados nos processos inflamatorios
agudos e cronicos, neoplasias, apds traumas ou cirurgias e durante a gravidez ou
terapia com estrogeno. A sintese dessa proteina € realizada basicamente pelo figado,
mas também pode ocorrer em leucécitos e células tumorais. Como ¢€ filtrada em
grande quantidade nos glomérulos, tem meia-vida curta, de cerca de cinco dias, o
que a torna um dos melhores marcadores de atividade inflamatéria, uma vez que

(61.62.64) Recentemente,

seus niveis voltam rapidamente a valores normais
demonstrou-se que sua producdo pode ser influenciada também pela IL-8 e pelo
acido retindico. Outra importante fracao é a das gamaglobulinas, representada pelas
imunoglobulinas, especialmente IgG, que aumenta em doencas inflamatérias
cronicas, como a tuberculose ©3)

A PCR, considerada uma das provas mais sensiveis € que se apresenta
precocemente alterada nos processos inflamatérios, € utilizada rotineiramente para
monitorar a resposta de fase aguda. Apresenta meia-vida curta, de 8 horas a 12 horas
e niveis extremamente baixos, menores que 0,5 mg/dL que, em resposta a estimulos
inflamatérios, elevam-se rapidamente, atingindo, em menos de 24 horas,
concentracdes até cem vezes maiores que a normal e, na auséncia do estimulo
cronico, retornam aos niveis basais em trés a quatro dias. Sua concentragcdo
plasmatica fornece dados valiosos para determinar a presenca, extensao e atividade

do processo inflamatério, assim como para monitorar a evolu¢do e a resposta

terapéutica. Sua determinacdo se faz por imunonefelometria que, por meio da
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utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-PCR, permite a obten¢do de resultados
quantitativos (mg/dL), que auxiliam na interpretacio clinica e no acompanhamento
laboratorial do paciente (61.62,65),

O aumento na sintese de PFA é acompanhado pela diminuicao das proteinas
denominadas de fase aguda negativas, como a albumina, cujos valores diminuem na
presenca de citocinas inflamatérias V.

Outro método tradicional para a monitora¢do de processos inflamatdrios é a
velocidade de hemossedimentacdo (VHS), que depende da carga elétrica na
superficie das hemdcias e sofre aceleracio com o aumento da concentracdo de
fibrinogénio no plasma, durante a resposta de fase aguda. Esse método vem sendo
suplantado pela quantificacdo direta de fibrinogénio sérico ou proteina C-reativa,

ambos mais sensiveis e precisos que a resposta de fase aguda (60-62),
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5. Justificativa do Estudo

Ainda nos dias de hoje, € muito alto o ndmero de individuos que sofre pela
acdo do M. tuberculosis, no Brasil e no mundo. Uma vez vencida a etapa do
diagnostico, € importante o acompanhamento médico do doente em tratamento, até a
obtencdo da cura. Isso porque a longa duragdo do tratamento muitas vezes leva ao
seu abandono o que, além de trazer prejuizos imediatos para o paciente, ainda
constitui um dos fatores causais do aparecimento de cepas multirresistentes do
bacilo. Além disso, como o diagndstico da forma pulmonar da doenca é feito, na
maioria das vezes, apenas pela baciloscopia, e ndo pelo cultivo da micobactéria, €
raro que se conheca, antes do inicio do tratamento, a susceptibilidade do bacilo as
drogas do esquema antituberculose. Na prética clinica, a pesquisa de atividade
inflamatéria da tuberculose, desde o momento do diagnéstico até o final do
tratamento, é feita por PFA que, embora ndo sejam marcadores especificos, t€ém
niveis séricos iniciais altos, que vao diminuindo até valores normais quando ha
resposta ao tratamento. Como se sabe, a producdo dessas proteinas € comandada
pela atividade imune contra o bacilo, que esta presente em quantidade macica antes
do tratamento. Assim, sdo esperados niveis de PFA compardveis aos das citocinas,
agentes dessa atividade imune e determinantes da resposta de fase aguda, como IFN-
v, TNF-a TGF-B e IL-10. Outro marcador que parece ter utilidade para indicar

atividade inflamatéria na tuberculose é o VEGF pois, além de também ter producao
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ligada a imunopatogénese da tuberculose, é facilmente detectado no sangue
periférico de doente e seus niveis tendem a diminuir, acompanhando a melhora
clinica. Portanto, a comparagdo entre o comportamento desses marcadores, desde o
diagnoéstico de tuberculose até o final do tratamento, é assunto de interesse, no
caminho da investigacdo do melhor marcador de atividade inflamatéria no doente

tuberculoso.
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Objetivos

II. OBJETIVOS

1. Objetivos gerais

Em doentes com tuberculose pulmonar:

= Verificar a resposta ao tratamento especifico por meio do comportamento
evolutivo de VEGF e de marcadores do processo inflamatério e da

resposta imune celular;

]

Investigar se existe correlacdo entre os niveis de TNF-a, IFN-y, IL-10,
TGF-f no soro e os valores dessas citocinas encontrados em sobrenadante

de cultura de células mononucleares e mondcitos do sangue periférico.

2. Objetivos especificos

¥ Verificar a atividade da imunidade celular pela determinacdo dos niveis
de TNF-a, IFN-vy, IL-10 e TGF-B, no soro e em sobrenadante de cultura

de células mononucleares e mondcitos do sangue periférico.
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# Verificar a atividade inflamatéria pela determinacdo sérica de proteinas

totais, GPA, PCR e VEGF e do VHS no sangue.

= Verificar a rela¢do entre os niveis séricos do VEGF com os das citocinas e

das provas de fase aguda inflamatoria, realizadas no estudo.
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III. CASUISTICA e METODOS

1. Casuistica

Participaram do estudo 42 doentes com tuberculose pulmonar, atendidos no
Servico de Moléstias Infecciosas da Secretaria de Saide de Bauru e no Servico de
Moléstias Infecciosas e Parasitdrias, do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP. Além dos pacientes, foram incluidos 20 doadores
de sangue do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.

Todos os individuos da casuistica foram devidamente esclarecidos sobre o

estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2. Métodos

2.1 Constituicao dos grupos:

Foram formados dois grupos de estudo:

Grupo 1 (G1): grupo controle, constituido por 20 individuos com resultados
sorolégicos negativos para HIV-1/2, HTLV-1/2, virus das hepatites B e C,
Treponema pallidum e Trypanossoma cruzi, doadores de sangue do Hemocentro do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, com média

etdria de 38,5 anos (24 anos a 56 anos), todos do sexo masculino, sem queixas
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clinicas. Desses individuos foram obtidas amostras de sangue em um unico

momento, para se estabelecer o padrao de normalidade das citocinas estudadas.

Grupo 2 (G2): formado por 42 doentes com tuberculose pulmonar, 29
atendidos no Servico de Moléstias Infecciosas da Secretaria de Satide de Bauru e 13
atendidos no Servico de Moléstias Infecciosas e Parasitdrias, do Hospital da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. Desse total, 35 eram do sexo
masculino e sete do sexo feminino, com média etaria de 42,3 anos (18 anos a 74
anos). Todos os pacientes atendidos no Servico de Moléstias Infecciosas da
Secretaria de Satde de Bauru realizavam tratamento diretamente observado (DOT) e
os 13 pacientes atendidos pelo Servico de Moléstias Infecciosas de Botucatu da
UNESP recebiam o medicamento em Unidades Béasicas de Saiude dos municipios
dos quais procediam. A cura foi avaliada ao final do tratamento, pelo
restabelecimento clinico, pelo resultado negativo da baciloscopia de escarro e/ou por
raio-X de pulmdo sem sinais de atividade da doenca, ocasido em que recebiam alta
médica.

Os pacientes incluidos eram atendidos em ambulatério, com idade a partir de
18 anos, de ambos os géneros, com diagndstico de tuberculose pulmonar
comprovado por baciloscopia ou por cultura de escarro positivas para M.
tuberculosis, ou com quadro clinico-epidemiolégico e exame de imagem

compativeis com tuberculose em atividade. Foram excluidos pacientes com
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concomitancia de outras doengas granulomatosas em atividade, ou com sorologia
positiva para HIV.

No grupo dos doentes, todas as varidveis estudadas foram determinadas em
trés momentos: M1 - apdés o diagndstico, antes do inicio do tratamento
antituberculose; M2 - no terceiro més de tratamento; M3 - ao final dos seis meses de

tratamento.

2.2 Diagnéstico de Tuberculose:

2.2.1 Identiticacao do bacilo: baciloscopia e cultura

A baciloscopia de escarro foi realizada no momento do diagndstico pelo
Laboratério de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz de Bauru, e pela Secdo de
Microbiologia do Laboratério Clinico do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu. Inicialmente, o material era descontaminado pelo método de
Petroff modificado e, em seguida, a amostra era centrifugada e o sedimento obtido
utilizado para a realizacdo da cultura e dos esfregacos ocupando 2/3 da lamina,
corados pelo método de Ziehl-Neelsen, com fucsina fenicada e azul de metileno a
0,3%, conforme as normas do Manual de Bacteriologia da Tuberculose do

e . , 13 N . < . ..
Ministério da Satdde "?. As laminas coradas foram submetidas 2 microscopia dptica
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em objetiva de imersdo, sendo observados de cem a trezentos campos para a

pesquisa de bacilos."”

2.2.2 Exames de Imagem

Os exames de imagem utilizados na rotina do diagndstico de tuberculose,
como raio-X simples e tomografia computadorizada, foram realizados por indicacdo
médica. Nos pacientes atendidos pelo Servico de Moléstias Infecciosas e Parasitéarias
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, esses exames foram realizados no
Setor de Diagndstico por Imagem do Hospital das Clinicas. Nos pacientes atendidos
no Servico de Moléstias Infecciosas da Secretaria da Saide, em Bauru, foram
realizados no Setor de Diagndstico por Imagem do Hospital Manoel de Abreu e do

Hospital de Base de Bauru.

2.2.3 Exame histopatologico

Em dois pacientes atendidos no Servico de Moléstias Infecciosas e
Parasitdrias da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, a demonstracdo do
BAAR foi feita pelo Servico de Patologia do Hospital das Clinicas, em exame
histopatolégico de material de bidpsia pulmonar. Também foi realizada biopsia de

pulmdo em um doente atendido no Servico de Moléstias Infecciosas da Secretaria de
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Estado da Saide de Bauru, sendo o material examinado no Hospital Estadual de
Bauru. O exame histopatoldgico foi necessario, para se estabelecer o diagndstico de
certeza, em pacientes com quadro clinico, epidemiologia e raio-X de pulmao
compativeis com tuberculose, mas com resultados negativos na baciloscopia de

€scarro.

2.3 Coleta de sangue

A determinacdo dos niveis de citocinas no soro e em sobrenadante de cultura
de células do sangue periférico, bem como de VEGF e das provas inflamatorias, foi
realizada em amostras de 20 ml de sangue obtidos da veia do antebraco, sendo
observadas as condutas-padrao de antissepsia. Para a cultura de células do sangue
periférico e para a realizagcdo do VHS, as amostras foram utilizadas imediatamente
apo6s a coleta. O sobrenadante da cultura e o soro foram estocados em aliquotas a -

80°C até a determinagdo dos niveis das citocinas e das proteinas de fase aguda.
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2.4 Determinacao das citocinas.

2.4.1 No soro

A determinagdo das citocinas TNF-a , IFN-y, IL-10 e TGF-p, presentes no
soro desses pacientes, foi realizada em duplicata, pela técnica de ensaio
imunoenzimatico (ELISA), utilizando kits comerciais (R & D Systems), de acordo
com as especificacdes do fabricante, no Laboratério de Pesquisa da Area de
Doengas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP Y. De acordo
com a técnica, anticorpo monoclonal especifico anti-citocina € colocado em contato
com o soro a ser testado, e também com o0s controles positivo e negativo. Para isso,
foram utilizadas micro-placas de 96 orificios, sensibilizadas com anticorpo
monoclonal anti-citocina a ser dosada (TNF-a , IFN-vy, IL-10 e TGF-B). A seguir,
foram adicionados os soros-teste (diluicdo 1:2) e dos controles positivo e negativo,
que foram entdo a temperatura ambiente por 2 horas. Apds esse procedimento,
foram realizadas quatro lavagens com solucao detergente contendo 2-cloroacetamida
(0,1%). Esse processo foi repetido até a fase anterior a adi¢cdo do substrato.
Posteriormente, as placas, marcadas com biotina, receberam estreptoavidina ligada a
peroxidase. Apds o periodo de incubagdo, o substrato, formado por perdxido de

hidrogénio (0,02%) e tetrametilbenzina (2%), foi adicionado aos orificios das placas.
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A interrup¢do da reacdo foi realizada a temperatura ambiente, utilizando-se acido
sulfirico 1M. Os resultados foram avaliados pela leitura da densidade 6ptica (DO)
em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan), em comprimento de onda de
450nm. As concentracdes das citocinas, em pg/ml, foram calculadas a partir dos
resultados em DO aplicados em curva padrdo de citocina recombinante utilizada

como controle, sendo 5 pg/ml o valor minimo detectdvel pela técnica.

2.4.2 No sobrenadante de cultura celular

A concentragdo de citocinas foi também determinada sobrenadante da cultura
de células mononucleares totais e de mondcitos de sangue periférico, conforme
procedimento descrito no item 2.4.1.

As células mononucleares totais € mondcitos do sangue periférico foram obtidas
por meio da separacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque 50O anel rico em linfécitos e
mondcitos foi inicialmente lavado com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco
Laboratories, Grand Island, N. Y.) por 5 minutos a 200g. Apds este periodo, foi feita
uma suspensdo celular em meio de cultura RPMI suplementado com 2 mM de L-
glutamina (Sigma Chemical Co. USA), 40 ug/ml de gentamicina e 10% de soro fetal
bovino inativado (Meio de Cultura de Células Completo: MCCC), sendo a
identificacdo, a verificacdo de viabilidade e a contagem realizadas utilizando corante

de Turk para células mononucleares totais, (aliquotas de 50ul da suspensdo celular
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acrescidas de 50ul da solucdo corante a 5%), e pela incorporagdo do vermelho neutro
(aliquotas de 50ul da suspensao celular incubadas a 37°C, durante 10 minutos, com
0,45ml da solugdo do corante a 0,02%), para a contagem de mondcitos. A seguir, a
suspensdo celular foi distribuida em placas de cultura de 24 orificios, com
concentracio de 2x10%ml. Para isolamento de mondcitos, apds uma hora de incubacao
a 37°C em tensdo de 5% de CO,, as células ndo aderentes foram eliminadas pela
lavagem das placas com meio de cultura RPMI. Em seguida, as células mononucleares
totais € mondcitos (2X106/ml), foram incubadas a 37°C, em tensdo de 5% de CO,, na
auséncia ou presenca de 8ug/ml de fito-hemaglutinina (PHA) e 20ug/ml de
lipopolissacdride (LPS), respectivamente. Para a determinacdo do IFN-y, foi utilizado
o sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e para a determinacdo de
TNF-a, IL-10 e TGF-B, foi utilizado o sobrenadante de mondcitos do sangue
periférico. Ap6s 24 horas, os sobrenadantes foram aspirados, e aliquotas desse material

foram conservadas a -80°C, até o momento de sua utilizacdo na dosagem das citocinas

2.5 Determinacao de VEGF

A concentragdo de VGEF foi determinada em duplicata, no soro dos
pacientes com tuberculose em atividade, através da técnica de ELISA, utilizando kit
comercial (R&D Systems), de acordo com as especificagdes do fabricante, no

Laboratério de Pesquisa da Area de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de
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Botucatu - UNESP. Por essa técnica sdo determinadas as isoformas soluveis de
VGEF, ndo se observando reagdo cruzada com o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), nem com outras citocinas homdlogas. A sensibilidade de
deteccdo é de 9 pg/ml (0.2 pM) para o VGEF. Os resultados foram avaliados pela
leitura da densidade o6ptica (DO) em leitor automdtico de ELISA (Titertek
Multiskan), em comprimento de onda de 450nm. As concentragdes de VEGF foram

expressas em pg/ml.

2.6 Determinacio das proteinas de fase aguda e do VHS

A determinagdo quantitativa das proteinas totais e da albumina foi realizada
pelo método colorimétrico, em aparelho do modelo Vitrus 950 (Johnson &
Johnson); a da PCR foi realizada pelo método de imunocinética de ponto fixo, em
aparelho do modelo Vitrus 950, marca (Johnson & Johnson); a da al-glicoproteina
acida foi realizada pelo método turbidimétrico, em aparelho do modelo Cobas Mirar
S (Roche). Todos estes testes foram realizados no Laboratério Clinico do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

A velocidade de hemossedimentacdo (VHS) foi determinada no Instituto de
Pesquisa “Lauro de Souza Lima” de Bauru e no Laboratério de Hematologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, utilizando-se o método

de Westergreen.
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2.7 Analise estatistica

No grupo controle (G1), as varidveis citocinas foram anotadas em um unico
momento e esses valores foram utilizados como padrao de normalidade. Em G2, as
variaveis foram anotadas em trés momentos; M1- antes; M2- aos trés meses de
tratamento antituberculose, M3 — ao final do tratamento antituberculose. As

varidveis consideradas neste estudo foram arranjadas nos seguintes agrupamentos:

1. resposta inflamatéria no sangue periférico: velocidade de hemossedimentagao,
proteinas totais, albumina, ot1-glicoproteina acida, e proteina C- reativa;

2. citocinas no sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e
monocitos do sangue periférico: IFN-y, TNF-a, IL-10 e TGF-f;

3. citocinas séricas: IFN-y, TNF-q, IL-10 e TGF-p.

4. fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no soro.

Para alcangar os objetivos do trabalho, foram consideradas a correlacdo entre
as varidveis dos quatro agrupamentos analisados € a comparagdo dos resultados,
apresentados em medianas e quartis, obtidos ao longo do tempo nos doentes sob
tratamento. Para verificar a existéncia de associacdo entre os valores séricos das

citocinas com aqueles determinados no sobrenadante de cultura de células



Casuistica e Métodos 36

=

mononucleares e mondcitos do sangue periférico dos doentes, em cada momento, no
decorrer do tratamento, foi utilizada a correlacao ndo paramétrica de Spearman.

Para avaliar o efeito do tratamento, foi utilizado o teste de Wilcoxon para
amostras dependentes. Esse teste foi aplicado para os valores obtidos no soro, no
sobrenadante de cultura de células mononucleares e mondcitos do sangue periférico
sem e com estimulo e também para os valores obtidos nas provas de fase aguda.
Para isso, para cada varidvel determinada durante o tratamento, foram comparadas
as alteracdes nos momentos dentro do grupo com tuberculose.

Para comparar as alteracdes dos valores das citocinas e do VEGF nos
momentos em relacdo ao grupo controle, foi aplicado o teste de Mann-Whitney.
Para determinar a correlacdo do VEGF com as citocinas no soro dos doentes, nos
momentos, durante o tratamento, foi aplicada a correlacdo de Spearman. O mesmo
teste foi aplicado para correlacionar o VEGF com as provas de fase aguda para cada
um dos momentos.

As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando

p<0,05 (p € a probabilidade de erroneamente se concluir pela significancia).

O presente estudo foi submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos, da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP tendo sido

aprovado em 05 de Dezembro de 2005. (Anexo 1)
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IV - RESULTADOS

Os resultados do estudo sdo apresentados a seguir.

1. Caracterizacio dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2),

quanto a idade, género e método de diagnostico.

O Quadro 1 demonstra a caracterizacdo dos 42 doentes com tuberculose
pulmonar (G2) quanto ao género, idade e método de confirmagdo diagnostica.
Assim, houve 35 (83,33%) individuos do sexo masculino, com média etaria de 43,6
anos (20 anos a 77 anos) e sete (16,66%) do sexo feminino, com média etaria de
36,4 anos (18 anos a 74 anos).

Em 30 (71,42%), do total de 42 doentes, diagndstico foi confirmado pela
demonstracdo do agente em baciloscopia de escarro, e ou cultura, e ou material de
bidpsia e ou por exames de imagem. Desses 30, 27 (64,28%) apresentavam exame
de imagem compativel com tuberculose em atividade. Em 10 (23,80%), dos 42
pacientes em que ndao foi possivel evidenciar o agente etiologico, tanto na
baciloscopia como na cultura, o diagndstico foi inicialmente presuntivo, pela
observacdo do quadro clinico-epidemiolégico e dos exames laboratoriais, como
proteinas de fase aguda e VHS e, mais tarde, foi confirmado pela resposta ao

tratamento especifico.
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Quadro 1-Caracterizag@o dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2), quanto a idade, género e método de diagndstico.

Diagnéstico
Baciloscopia de Exames de
Pacientes sexo idade escarro Cultura imagem Outros

1 M 62 pos + wE

2 F 40 neg TC

3 M 52 pos+ TC

4 M 38 neg *k TT
5 M 47 pos+ RX

6 M 70 pos+ RX

7 M 66 pos+ TC Biopsia+
8 M 32 *E ok TT
9 F 74 pos+ o Biopsia+
10 M 48 pos+ RX

11 M 35 pos+ RX

12 M 46 pos+ RX

13 M 77 pos+ RX

14 F 31 pos (3+) positiva RX

15 M 44 pos (1+) RX

16 M 55 pos (3+) positiva

17 M 22 pos (1+) RX

18 M 38 pos (2+) RX

19 M 20 pos (3+) positiva RX

20 M 67 RX

21 M 60 pos (2+) positiva RX

22 M 47 pos (1+) RX

23 M 39 neg RX

24 M 27 pos (2+) positiva

25 M 39 pos (3+) positiva

26 M 41 RX

27 F 41 pos (2+) RX

28 M 42 neg RX TT
29 M 50 neg RX

30 M 41 neg RX TT
31 F 28 pos (1+) RX

32 M 35 pos (3+) positiva

33 M 49 RX

34 M 22 pos (3+) positiva RX

35 M 38 pos (1+) RX

36 M 45 pos (2+) RX

37 M 33 pos (3+) positiva

38 M 42 pos (3+) positiva

39 M 29 pos (1+) RX

40 F 18 pos (1+) positiva RX

41 M 27 pos (3+) positiva

42 F 23 pos (3+) positiva

M= Masculino; F= Feminino; RX= Raio X; TC= Tomografia computadorizada; TT= Teste terap&utico;
1+ =menos de 1 BAAR por campo/100 campos; 2+= 1 a 10 BAAR por campo/50 campos; 3+ mais que 10 BAAR por campo/20 campos.
BAAR= bacilo dlcool-acido resistentes: ** Dados nao obtidos.
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2. Correlacao entre niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e
TGF-B, obtidos no soro e no sobrenadante de cultura de células
mononucleares totais e mondcitos do sangue periférico, com e sem
estimulo, dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2), durante o

tratamento.

A Tabela 1 mostra o estudo de correlacdo entre niveis das citocinas TNF-a,
IFN-y, IL-10 e TGF-fp do soro e do sobrenadante de cultura de células
mononucleares totais e mondcitos do sangue periférico, com e sem estimulo, obtidos
nos doentes com tuberculose pulmonar, durante o tratamento. Assim, houve
correlagdo positiva e altamente significativa (p<0,001) entre os niveis de TNF-a,
IFN-y, IL-10 e TGF-f, do soro e do sobrenadante de cultura de sangue periférico
dos doentes, nos trés momentos do estudo: antes do tratamento (M1), no terceiro

més (M2) e ao término do tratamento antituberculose (M3).
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Tabela 1 — Correlagdo entre niveis de citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, obtidos
no soro e no sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e mondcitos do
sangue periférico, com e sem estimulo, dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2),

durante o tratamento.

Citocinas em sobrenadante de cultura de células do sangue periférico (pg/ml)

Citocinas no soro TNF-a c/est TNF-a s/ est TNF-a c/est TNF-a s/est TNF-a c/est
(pg/ml) TNF-a s/ est (M1) (M1) (M2) (M2) (M3) (M3)
TNF-a (M1) r 0,94 0,84
p 0,001 0,001
TNF-a (M2) r 0,80 0,74
P 0,001 0,001
TNF-a (M3) r 0,94 0,84
p 0,001 0,001
IFN-y s/est IFN-y c/est IFN-y s/est IFN-y c/est IFN-y s/est IFN-y c/est
(M1) (M1) (M2) (M2) (M3) (M3)
IFN-y (M1) r 0,95 0,91
P 0,001 0,001
IFN-y (M2) r 0,96 0,93
p 0,001 0,001
IFN-y (M3) r 0,92 0,87
p 0,001 0,001
IL-10 s/est IL10 c/est  IL-10 s/est IL-10 c/est IL-10 s/est IL-10 c/est
(M1) (M1) (M2) (M2) (M3) (M3)
IL-10 (M1) r 0,91 -0,87
P 0,001 0,001
IL-10 (M2) r 0,91 0,87
p 0,001 0,001
IL-10 (M3) r 0,82 0,70
p 0,001 0,001
TGF-B s/est TGF-B c/est TGF-B s/est TGF-B c/est TGF-B s/est TGF-B c/est
(M1) (M1) (M2) (M2) (M3) (M3)
TGF-B (M1) r 0,90 0,76
P 0,001 0,001
TGF-B (M2) r 0,81 0,73
P 0,001 0,001
TGF-B (M3) r 0,88 0,71
p 0,001 0,001

r = estimativa da correlagdo de Spearman (significativo quando p< 0,05).
M1= antes do tratamento; M2= trés meses apds; M3= ao final do tratamento; ¢/ est= com estimulo; s/est= sem estimulo.
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3. Efeito do tratamento nos niveis séricos das citocinas TNF-a, IFN-
v, IL-10 e TGF-p e do VEGF nos pacientes com tuberculose pulmonar

(G2).

A tabela 2 apresenta os resultados, expressos em medianas e quartis -
mediana (1°Q; 3°Q), dos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF- e do
VEGF determinados no soro dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2), antes do
inicio do tratamento (M1), aos trés meses (M2) e apds o tratamento (M3). A
comparacao entre esses valores mostrou que os niveis séricos das citocinas e do
VEGF, antes do inicio do tratamento, eram significativamente mais elevados do que
aqueles obtidos no terceiro més, atingindo os menores niveis ao final do tratamento:
MI>M2>M3 (p<0,001).

Dessa forma, as concentracdes séricas do TNF-a, antes do tratamento (M1)
foram significativamente mais altas que as obtidas aos trés meses de tratamento
(M2) e ao final do tratamento (M3), respectivamente: 396,0 pg/ml (283,5; 519,0);
286,0 pg/ml (211,5; 394,5); 185,0 pg/ml (109,5; 218,0); p<0,001. Em relacdo ao
IFN-y, as concentragdes séricas iniciais (M1) apresentaram niveis bastante altos,
diminuindo significativamente no terceiro més (M2) e ao final do tratamento (M3),
respectivamente: 536,0 pg/ml (328,0; 698,0); 320,0 pg/ml (228,5; 610,5); 204,0
pg/ml (183,0; 325,5); p<0,001. O mesmo pdde ser observado em relagdo a IL-10

que, no inicio (M1), tinha concentragdes séricas altas, com diminuic¢ao significativa
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no meio (M2) e no final (M3) do tratamento, respectivamente: 46,0 pg/ml (30,5;
65,0); 31,0pg/ml (20,0; 44,0) e 18,0 pg/ml (10,0; 30,0); p<0,001. Ainda, os niveis de
TGF-p foram maiores antes do tratamento (M1) do que apds trés meses (M2) e ao
final (M3) da terapia antituberculose, respectivamente: 492,0 pg/ml (396,0; 595,5);
346,0 pg/ml (280,0; 417,5); 226,0 pg/ml (183,5; 318,0); p<0,001. Em relagdo ao
VEGF, as concentracdes obtidas antes do tratamento (M1) foram significativamente
maiores que aqueles observados no terceiro més (M2) e ao final do tratamento (M3)
respectivamente: 612,5 pg/ml (449,2; 816,5); 408,5 pg/ml (315,0; 551,7); 227,0
pg/ml (181,7; 371,2); p<0,001. Os niveis séricos de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF- e
VEGF de cada individuo de Gl e G2, nos trés momentos encontram-se nos

Apéndices 1, 2,3,4,5¢6.
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Tabela 2 — Efeito do tratamento nos niveis séricos das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-

10 e TGF-B e do VEGF em pacientes com tuberculose pulmonar (G2).

Citocinas(pg/m;) @ momentos n Mediana (1°Q ; 3°Q) P

TNF-a M1 25 396,0 (283,5 ; 519,0)
TNF-a M2 25 286,0 (211,5 ; 394,5) < 0,001
TNF-a M3 25 185,0 (109,5 ; 218,0) <0,001?
IFN-y ] 25 536,0 (328,0 ; 698,0)

IFN-y M2 25 320,0 (228,5 ; 610,5) <0,001"
IFN-y M3 25 204,0 (183,0 ; 325,5) <0,001?
IL-10 M1 25 46,0 (30,5 ; 65,0)

IL-10 m2 25 31,0 (20,0 ; 44,0) < 0,001
IL-10 M3 25 18,0 (10,0 ; 30,0) <0,001?
TGF-B M1 25 492,0 (396,0 ; 595,5)

TGF-B M2 25 346,0 (280,0 ; 417,5) < 0,001
TGF-8 M3 25 226,0 (183,5 ; 318,0) <0,001?
VEGF M1 20 612,5 (449,2 ; 816,5)

VEGF m2 20 408,5 (315,0 ; 551,7) < 0,001
VEGF M3 20 227,0 (181,7 ;371,2) <0,001?

p = Teste de Wilcoxon para amostras dependentes (significativo quando p<0,05).
(1) Comparagéo entre M2 e M1.

(2) Comparacgéo entre M3 e M1.

M1= antes do tratamento; M2= trés meses ap6s; M3= ao final do tratamento.
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4. Efeito do tratamento nos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-
10 e TGF-p em sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e
mondcitos do sangue periférico, sem estimulo, nos pacientes com

tuberculose pulmonar (G2).

A tabela 3 apresenta os resultados, expressos em medianas e quartis -
mediana (1°Q; 3°Q), dos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-8
determinados no sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e
mondcitos do sangue periférico, dos doentes com tuberculose pulmonar (G2), antes
do inicio do tratamento (M1), aos trés meses (M2) e apds o tratamento (M3). A
comparacao entre esses valores mostrou que os niveis das citocinas obtidas no
sobrenadante de cultura, sem estimulo, antes do tratamento, eram significativamente
mais elevados do que aqueles obtidos no terceiro més, atingindo os menores valores
ao final do tratamento (M1>M2>M3); p<0,001.

Dessa forma, as concentracdes de TNF-a, em sobrenadante de cultura, sem
estimulo, em M1, foram significativamente mais altas que as obtidas aos trés meses
de tratamento (M2) e ao final do tratamento (M3), respectivamente: 467,0 pg/ml
(318,0; 610,2); 307,0 pg/ml (242,2; 415,5); 193,5 pg/ml (120,2; 282,7); p<0,001.
Em relacdo ao IFN-y, as concentrac¢des iniciais (M1), no sobrenadante de cultura

sem estimulo, apresentaram niveis bastante altos, diminuindo significativamente no
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terceiro més (M2) e ao final do tratamento (M3), respectivamente: 535,0 pg/ml
(361,0; 725,7); 398,0 pg/ml (252,2; 642,7); 265,0 pg/ml (204,0; 401,0); p<0,001. O
mesmo pode ser observado em relacdo a IL-10 que, no inicio (M1), tinha
concentracdes séricas altas, com diminui¢do significativa no meio (M2) e no final
(M3) do tratamento, respectivamente: 51,0 pg/ml (42,7; 79,2); 41,5 pg/ml (26,7,
60,2); 24,0 pg/ml (11,2; 39,2) p<0,001. Ainda, os niveis de TGF-B foram
significativamente maiores antes do tratamento (M1) que apds trés meses (M2) e ao
final (M3) da terapia antituberculose, respectivamente: 620,0 pg/ml (517,2; 792,5);
423,5 pg/ml (354,7; 645,0); 296,0 pg/ml (222,5; 398,5); p<0,001. Os niveis das
citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B obtidos no sobrenadante de cultura, sem
estimulo, para todos os individuos nos dois grupos estudados nesta pesquisa

encontram-se nos Apéndices 1, 2, 3,4, 5¢ 6.
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Tabela 3 — Efeito do tratamento nos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e

TGF-f, em sobrenadante de cultura de células mononucleares totais € mondcitos do

sangue periférico, sem estimulo, dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2).

Citocinasipg/m)  momentos n Mediana (19Q ; 39Q) Jo)

TNF-a m1 24 467,0 (318,0 ;610,2)
TNF-a m2 24 307,0 (242,2 ; 415,5) <0,001"
TNF-a M3 24 193,5 (120,2 ; 282,7) <0,001%
IFN-y M1 24 535,0 (361,0 ; 725,7)

IFN-y m2 24 398,0 (252,2 ; 642,7) < 0,0017
IFN-y M3 24 265,0 (204,0 ; 401,0) <0,001%
IL-10 M1 24 51,0 (42,7 ;79,2)

IL-10 m2 24 41,5 (26,7 ; 60,2) < 0,001
IL-10 M3 24 24,0 (11,2 ; 39,2) < 0,001
TGF-B M1 24 620,0 (517,2 ; 792,5)
TGF-B M2 24 4235 (354,7 ; 645,0) <0,001"
TGF-B m3 24 296,0 (222,5 ; 398,5) <0,001?

p = Teste de Wilcoxon para amostras dependentes (significativo quando p<0,05).
(1) Comparacgéo entre M2 e M1.
(2) Comparacgéo entre M3 e M1.
M1= antes do tratamento; M2= trés meses ap6s; M3= ao final do tratamento.
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5. Efeito do tratamento nos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-
10 e TGF-p em sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e
monocitos do sangue periférico em presenca de estimulo, nos pacientes

com tuberculose pulmonar (G2).

A tabela 4 apresenta os resultados, expressos em medianas e quartis -
mediana (1°Q; 3°Q), dos niveis das citocinas determinadas no sobrenadante de
cultura de células mononucleares e dos mondcitos do sangue periférico, dos
pacientes com tuberculose pulmonar (G2), em presenca de estimulo, antes do inicio
do tratamento (M1), aos trés meses (M2) e apos o tratamento (M3). A comparagdo
entre esses momentos mostrou que os niveis séricos das citocinas, antes do inicio do
tratamento, eram significativamente mais elevados do que aqueles obtidos no
terceiro més, atingindo os menores niveis ao final do tratamento: M1>M2>M3
(p<0,001).

Assim, as concentracdes de TNF-a, obtidas no sobrenadante de cultura de
células, com estimulo, antes do tratamento (M1) foram mais altas que as obtidas aos
trés meses (M2) e ao final do tratamento antituberculose (M3), respectivamente:
582,0 pg/ml (447,2; 800,0); 421,5 pg/ml (327,2; 587,7); 243,5 pg/ml (201,7; 487,0);
p<0,001. Em relacdao ao IFN-y, as concentra¢des iniciais (M1) apresentaram niveis
ainda mais altos, diminuindo significativamente no terceiro més (M2) e ao final do

tratamento (M3), respectivamente: 668,5 pg/ml (442,7; 86520); 499,5 pg/ml (319,5;
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758,0); 360,5 pg/ml (246,5; 545,7); p<0,001. O mesmo pdde ser observado em
relacdo a IL-10 que, no inicio (M1), tinha concentragdes altas, com diminui¢do
significativa no meio (M2) e no final (M3) do tratamento, respectivamente: 76,5
pg/ml (62,7; 92,5); 58,0 pg/ml (35,5; 75,0); 40,0 pg/ml (21,0; 61,0); p<0,001. Em
relacio ao TGF-B, antes do tratamento (M1), as concentracdes obtidas foram
significativamente maiores que aquelas observados no terceiro més (M2) e ao final
do tratamento (M3), respectivamente: 817,0 pg/ml (721,0; 942,0); 646,0 pg/ml
(517,0; 863,0); 440,0 pg/ml (330,0; 522,0); p<0,001. Os niveis das citocinas TNF-a,
IFN-y, IL-10 e TGF-p, obtidos no sobrenadante de cultura para todos os individuos,
nos dois grupos estudados nesta pesquisa, encontram-se nos Apéndices 1,2, 3,4,5 ¢

6.
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Tabela 4 — Efeito do tratamento nos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e

TGF-p em sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e mondcitos do

sangue periférico em presenca de estimulo, dos pacientes com tuberculose pulmonar

(G2).

Citocinas (pg/mi) momentos n Mediana (1°Q ; 3°Q) P

TNF-a M1 24 582,0 (447,2 ; 800,0)
TNF-a M2 24 4215 (327,2 ; 587,7) < 0,001
TNF-a M3 24 243,5 (201,7 ; 487,0) <0,001%
IFN-y M1 24 668,5 (442,7 ; 865,2)

IFN-y m2 24 499,5 (319,5 ; 758,0) < 0,001
IFN-y M3 24 360,5 (246,5 ; 545,7) <0,001?
IL-10 M1 24 76,5 (62,7 ; 92,5)

IL-10 M2 24 58,0 (35,5 ; 75,0) <0,001"
IL-10 M3 24 40,0 (21,0 ; 61,0) < 0,001
TGF-B m1 23 817,0 (721,0 ; 942,0)
TGF-B M2 23 646,0 (517,0 ; 863,0) < 0,001
TGF-B M3 23 440,0 (330,0 ; 522,0) <0,001%

p = Teste de Wilcoxon para amostras dependentes (significativo quando p<0,05).

(1) Comparacgéo entre M2 e M1.
(2) Comparagéo entre M3 e M1.

M1= antes do tratamento; M2= trés meses apos; M3= ao final do tratamento.
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6. Efeito do tratamento nos valores de VHS e nos niveis das
proteinas de fase aguda, alfa-1 glicoproteina acida, proteina C-reativa,
proteinas totais, globulina e albumina, determinadas nos pacientes com

tuberculose pulmonar (G2).

Embora os valores da al-glicoproteina 4cida e do VHS variem conforme o
género, ndo foi observada, neste estudo, diferenca significativa entre pacientes dos
sexos masculino e feminino. A tabela 5 apresenta os resultados, expressos em
medianas e quartis: mediana (1°Q; 3°Q), dos valores obtidos para o VHS no sangue
total e da al-glicoproteina 4cida, proteina C-reativa, proteinas totais, globulina e
albumina, determinadas no soro dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2), antes
do inicio do tratamento (M1), aos trés meses (M2) e apds o tratamento (M3).

Antes do inicio do tratamento (M1), os valores obtidos para VHS foram mais
elevados do que os do terceiro més (M2), atingindo os menores niveis ao final do
tratamento (M3), respectivamente: 51,0 mm/h (22,2; 77,0); 14,5 mm/h (9,1; 32,2) e
ao final do tratamento (M3) 10,7 (5,0; 23,0). Dessa forma M1>M2>M3 (p<0,001).
Esses resultados acham-se expressos na Tabela 5 e Figura 1.

As concentracdes séricas da al-glicoproteina dcida dos doentes, antes do
tratamento (M1), embora dentro dos valores normais de referéncia, foram mais altas
do que as obtidas aos trés meses de tratamento (M2) e ao final do tratamento (M3),

respectivamente: 116,0 mg/dl (87,0; 162,7); 63,4 mg/dl (43,9; 99,0); 53,9 mg/dl
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(40,7; 77,0). Assim, M1>M2 (p<0,003) e M1>M3 (p<0,001). No entanto nao houve
diferenca em relacdo aos valores de referéncia (Tabela 5; Figura 2).

Em relagdo a PCR, as concentracdes séricas iniciais (M1), apresentaram
niveis bastante altos, que foram diminuindo significativamente no terceiro més (M2)
e ao final do tratamento (M3), respectivamente: 3,5¢g/dl (0,9; 6,6); 0,7¢g/dl (0,3; 1,6);
0,1g/dl (0; 0,4). Desse modo, M1>M2>M3 (p<0,001), (Tabela 5; Figura 3).

A comparacdo entre os valores obtidos para as proteinas totais mostrou queda
significativa apenas entre antes (M1) e trés meses apds o tratamento (M?2),
respectivamente: 8,0g/dl (7,4; 8,4); 7,5g/dl (7,1; 7,8), nao havendo diferenca
estatistica entre M1 e ao final do tratamento (M3): 7,8g/dl (7,3; 8,1). Desse modo,
MI1>M2 (p=0,012) e entre Mle M3 (p>0,05). No entanto, também nao houve
diferenca em relacdo aos valores de referéncia (Tabela 5; Figura 4).

As concentragdes séricas iniciais (M1), das globulinas nos doentes (G2),
embora pouco acima dos valores de referéncia, apresentaram diminui¢cdo
significativa aos trés meses (M2) e ao final do tratamento (M3), respectivamente:
3,9g/dl (3,5; 4,4); 3,4g/dl (3,1; 4,0); 3,4g/dl (3,3; 3,8). Assim, M1>M2 (p=0,012) e
M1>M3 (p=0,008). No entanto, ainda aqui, ndo houve diferenca em relacdo aos
valores de referéncia (Tabela 5; Figura 5).

Em relacdo a concentracdo de albumina sérica, ndo houve diferenca entre os

valores des antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final do tratamento (M3) (p>0,05).
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Mais uma vez, nao houve diferenga entre esses valores e os de referéncia (Tabela 5;
Figura 6).

Todos os valores, dos doentes desse estudo e normais de referéncia, de VHS
e das proteinas de fase aguda: al-glicoproteina 4cida, proteina-C reativa, proteinas

totais, globulina e albumina, encontram-se nos Apéndices 7,8,9,10,11,12.
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Tabela 5 — Avaliacdo do efeito do tratamento, sobre os valores de VHS e das

proteinas de fase aguda alfa-1 glicoproteina acida, proteina-C reativa, proteinas

totais, globulina e albumina, dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2).
Resposta de fase momentos

aguda n Mediana (19Q ; 3°Q) p
VHS (mm/h) M1 20 51,0 (22,2 ; 77,0
VHS (mm/h) M2 20 14,5 (9,1 ; 32,2) <0,001"
VHS (mm/h) M3 20 10,7 (5,0 ; 23,0) <0,001?
a1-GPA (mg/d) M1 21 116,0 (87,0 ; 162,7)
al-GPA (mg/di) M2 21 63,4 (43,9 ; 99,0) 0,003"
al-GPA (mg/d) M3 21 53,9 (40,7 ; 77,0) <0,001?
PCR (mg/dl) M1 21 3,5(0,9 ;6,6)
PCR (mg/di) M2 21 0,7 (0,3;1,6) < 0,001
PCR (mg/di) M3 21 0,1 (0;0,4) <0,001?
PT (g/d) M1 22 8,0 (7,4 ;8,4)
PT (g/dl) M2 22 7.5(7,1:7.,8) 0,012
PT (g/d) M3 22 7,8(7,3;8,1) 0,242%
Globulina (g/di) m1 22 3,9(3,5;4,4)
Globulina (g/di) M2 22 3,4 (3,1;4,0) 0,012"
Globulina (g/di) M3 22 3,4 (3,3:3,8) 0,008?
Albumina (g/di) M1 22 4,0 (3,4 ; 4,6)
Albumina (g/di) m2 22 4,2 (3,7 ;4,4) 0,128"
Albumina (g/d) M3 22 4,3 (3,8;4,5) 0,553%
p = Teste de Wilcoxon para amostras dependentes (significativo quando p<0,05).
(1) Comparagao entre M2e M1.
@) Comparacéo entre M3 e M1.

M1= antes do tratamento; M2= trés meses apos; M3= ao final do tratamento.

VHS=velocidade de hemossedimentacao. Valores de referéncia: homens (até 10mm/h); mulheres (até 20 mm/h)

alfa1- GPA= alfai-glicoproteina acida. Valores de referéncia: homens (50mg/dl a 130 mg/dl); mulheres (40mg/dl a 120
mg/dl). PCR= proteina-C reativa . Valores de referéncia: (1,00 mg/dl); PT= proteinas totais. Valores de referéncia: (6,3 g/dl
a 8,2 g/dl); Globulina; Valores de referéncia: (2,8 g/dl a 3,2 g/dl). Albumina; Valores de referéncia: (3,5 g/dl a 5,0 g/dl).
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150+ —_— p_ M1: antes do tratamento
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M3: final do tratamento
100 =
(mm/h) §()
6 T
L)

M2 M3

Figura 1. Comparagdo entre os valores em medianas e quartis de
VHS, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento (M1>
M?2> M3). Valores de referéncia: homens (até 10mm/h); mulheres (até
20 mm/h).

MI: antes do tratamento

250+ M2: trés meses de tratamento
-1 M3: final do tratamento
2004
al-GPA 150+ -1
(mg/dl) | —
100+
—
50- [ —
0 L) —l_ L)
M1 M2 M3

Figura 2. Comparagdo entre os valores em medianas e quartis de
al-GPA, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento
M1> M2> M3). Valores de referéncia: homens (50mg/dl a 130
mg/dl); mulheres (40mg/dl a 120 mg/dl).
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Figura 3. Comparagdo entre os valoresem mdianas e quartis de
PCR, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento
(M1> M2> M3). Valores de referéncia: (<1,00 mg/dl).
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M1: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
M3: final do tratamento

) ) )
M1 M2 M3

Figura 4. Comparacdo entre os valores em medianas e
quartisde PT, no grupocom tuberculose pulmonar durante o
tratamento (M1> M2 = M3). Valores de referéncia: (6,3 g/dl a
8,2 g/dl)

M1: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
M3: final do tratamento
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M1: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
M3: final do tratamento

) ] )
M1 M2 M3

Figura 5. Comparacéo entre os valores em medianas e quartis de globulina,
no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento (M1> M2 = M3).
Valores de referéncia: (2,8 g/dl a 3,2 g/dl).

20-

Alhumina
(g/d)

e i =

) ] )
M1 M2 M3

Figura 6. Comparacdo entre os valores em medianas e quartis de
albumina, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento (M1 =
M2 = M3). Valores de referéncia: (3,5 g/dl a 5,0 g/dl).

M1: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
M3: final do tratamento
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7. Comparacao entre os valores de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-p,
no soro e em sobrenadante de cultura celular ¢ de VEGF, no soro,
apresentados pelo grupo de doentes com tuberculose pulmonar antes, aos

3 e 6 meses de tratamento em relacao ao grupo controle.

A tabela 6 mostra a comparacao entre os niveis de VEGF, obtidos no soro, e
o das citocinas, no soro € em sobrenadante de cultura de células mononucleares
totais € mondcitos do sangue periférico, com e sem estimulo, dos pacientes com
tuberculose pulmonar (G2), com os valores das mesmas substancias medidas no
grupo controle (G1), apresentados em mediana e quartis: mediana (1°Q; 3°Q). Nessa
comparacao, foram utilizados os valores dos doentes obtidos aos trés meses (M2) e
ao final do tratamento (M3). Nas Figuras 7, 8, 9,10 e 11 encontra-se a comparagao
dos valores séricos de VEGF e de cada uma das citocinas, TNF-a, IFN-y, IL-10 e
TGF-p, dos doentes antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final do tratamento (M3),
com os valores do grupo controle.

A andlise dos dados demonstrou que os niveis séricos de todas as citocinas
estudadas, assim como os niveis séricos do VEGF, foram mais elevados no grupo

com tuberculose (G2), no terceiro més de tratamento (M2), quando comparados ao

grupo controle (G1): G2>G1 (p<0,001).
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Desse modo, em M2, para TNF-a: no soro, foram encontrados niveis de
306,5pg/ml (218,2; 386,2) para G2 e de 103,0 pg/ml (82,0; 120,0), para G1; em
sobrenadante de cultura, sem estimulo, foram encontrados niveis de 346,0 pg/ml
(250,2; 420,0) para G2 e de 120,5 pg/ml (102,0; 150,2), para G1: em sobrenadante
de cultura, com estimulo, foram encontrados niveis de 435,0 pg/ml (380,2; 602,7)
para G2 e, para G1, de 205,0 pg/ml (139,7; 244,7). Em M2, para o IFN-y: no soro,
valores de 400,5pg/ml (238,5; 600,5) para G2, e de 207,0pg/ml (151,2; 256,5), para
G1; em sobrenadante de cultura, sem estimulo, G2 com 405,5 pg/ml (254,0; 665,0) e
Gl1, com foram 247,0 pg/ml (204,5; 292,0); em sobrenadante de cultura, com
estimulo, G2 com niveis de 502,5 pg/ml (304,0; 795,0) e G1, com 304,0 pg/ml
(292,2; 368,2). Em M2, para IL-10: no soro: niveis de G2 de 32,5pg/ml (20,0; 50,0)
e de Gl, de 4,5 pg/ml (0,0; 10,0); em sobrenadante de cultura, sem estimulo, G2
com 44,0 pg/ml (31,0; 61,2) e G1 com 6,5 pg/ml (10,0; 15,0); em sobrenadante de
cultura, com estimulo, niveis de G2 de 61,5 pg/ml (45,5; 77,2) e de G1, de 15,0
pg/ml (10,0; 20,7). Em M2, para o TGF-: no soro, valores de 384,5pg/ml (305,2;
474,0) para G2 e de 129,0 pg/ml (106,2; 180,7), para G1; em sobrenadante de
cultura, sem estimulo, valores de G2 de 480,0 pg/ml (387,0; 637,0) e, de GI, de
182,0 pg/ml (130,5; 223,5); em sobrenadante, com estimulo, valores de 680,0 pg/ml
(558,5; 843,0) para G2 e de 462,5 pg/ml (381,5; 573,0), para G1. Finalmente, em
M2, para o VEGF: no soro, os niveis séricos de G2 foram 416,0 pg/ml (315,0;

589,0) e os de G1, de 187,0 pg/ml (122,2; 268,0).
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Quando foram comparados os valores das citocinas e VEGF obtidos nos
doentes (G2) ao final do tratamento (M3), com os niveis dessas substincias
encontrados no grupo controle, ndo houve homogeneidade dos resultados. Assim,
em M3, para TNF-a: no soro, os niveis séricos de G2 foram de 178,0 pg/ml (108,7;
212,7) e os de G1, de 103,0 pg/ml (82,0; 120,0); em sobrenadante de cultura, sem
estimulo, os niveis séricos de G2 foram 198,0 pg/ml (120,2; 282,7) e de G1 foram
120,5 pg/ml (102,0; 150,2); em sobrenadante de cultura, com estimulo, G2 teve
niveis de 273,5 pg/ml (201,7; 487,0) e G1, de 205,0 pg/ml (139,7; 244,7). Em M3,
para IFN-y: no soro, valores para G2 de 205,5pg/ml (181,5; 327,7) e para G1, de
207,0pg/ml (151,2; 256,5); em sobrenadante de cultura, sem estimulo, valores de G2
de 265,0 pg/ml (204,5; 411,0) e de GI, de 247,0 pg/ml (204,5; 292,0); em
sobrenadante de cultura, com estimulo, valores de G2 foram 360,5 pg/ml (246,5;
560,5) e de G1 foram 304,0 pg/ml (292,2; 368,2). Em M3, para IL-10: no soro,
niveis de G2 foram 18,0pg/ml (10,0; 29,0) e de G1 foram 4,5 pg/ml (0,0; 10,0); em
sobrenadante de cultura, sem estimulo, niveis de G2, foram 28,0 pg/ml (15,2; 39,2) e
de G1 foram 6,5 pg/ml (10,0; 15,0); em sobrenadante de cultura, com estimulo,
niveis de G2 foram 44,0 pg/ml (21,0; 60,7) e de G1 foram 15,0 pg/ml (10,0; 20,7).
Em M3, para TGF-: no soro, G2 teve niveis de 228,5 pg/ml (191,2; 313,0) e G1, de
129,0 pg/ml (106,2; 180,7); em sobrenadante de cultura, sem estimulo, G2 teve
niveis de 303,0 pg/ml (233,5; 417,5) e GI1, de 182,0 pg/ml (130,5; 223,5); em

sobrenadante de cultura, com estimulo, G2 teve niveis de 474,5 pg/ml (339,5; 545,2)
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e G1, de 462,5 pg/ml (381,5; 573,0). Finalmente, para VEGF, em M3: no soro, os
niveis séricos de G2 foram 240,0 pg/ml (181,0; 363,0) e os de GI1, 187,0 pg/ml
(122,2; 268,0).

Assim, em M3, em relacdo ao TNF-a, os valores de G2 foram mais altos que
os de G1 em todos os tipos de amostra: soro (p<0,001); sobrenadante de cultura,
sem estimulo (p=0,002) e com estimulo (p=0,014). Para IFN-y, os valores de G2 ao
final do tratamento estavam dentro dos limites da normalidade (G1), tanto no soro,
como no sobrenadante de cultura, com e sem estimulo (p>0,05). A comparagdo dos
niveis de IL-10 de G2, ao final do tratamento, com os de G1, mostrou diferenca
significativa para todos os tipos de amostras (p<0,001). Em relacdo ao TGF-f3, em
G2, ao final do tratamento, os niveis ainda eram maiores que G1 no soro e na cultura
sem estimulo (p<0,001); no entanto, ndo houve diferenca, entre G1 e G2, quanto aos
niveis de TGF-B encontrados na cultura de células, com estimulo (p>0,05). Em
relacdo ao VEGF, em M3, os valores séricos permaneciam maiores que os de Gl1,

embora tenha havido queda dos niveis ao longo do tratamento (p=0,024).
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Tabela 6 — Comparacdo entre os valores de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-, no soro e em sobrenadante de cultura
celular e de VEGEF, no soro, do grupo de doentes com tuberculose pulmonar aos 3 e 6 meses de tratamento, em relagao
aos valores do grupo controle.

Citocina

(pg/ml) Amostra n G1 n G2 (M2) p n G2 (M3) p?
TNF-a Soro 20 103,0(82,0.120,0) 36 3065(218.2.386.2) <0,001 28 178,0(108.7;212,7)  <0,001
Sem estimulo 20 120,5(102,0 ; 150,2) 36 346,0(250,2 ; 420,0) <0,001 28 198,0(120,2 ; 282,7) 0,002
Comestimulo 20 2050(139,7;2447) 36 4350(380,2;602,7) <0,001 28 273,5(201,7;487,0) 0,014
IFN-y Soro 20 207,0(151.2256,5) 36 400,5(2385,600,5) <0,001 28 2055(181,5,327.7) 0,217
Sem estimulo 20 247,0(204,5 ; 292,0) 34 405,5(254,0 ; 665,0) <0,001 28 265,0(204,5 ; 411,0) 0,336
Com estimulo 20 304,0(292,2 ; 368,2) 34 502,5(304,0 ; 795,0) 0,001 28 360,5(246,5 ; 560,5) 0,310
IL10 Soro 20 45(0,010,0) 36 32,5(20,0,50,0)  <0,001 28  18,0(10,0;29,0)  <0,001
Semestimulo 20  65(10,0:150) 34  440(31,0;61,2)  <0,001 28  28,0(152:392)  <0,001
Comestimulo 20  15,0(10,0:207) 34  615455:77,2)  <0,001 28  440(21,0;607)  <0,001
TGF- Soro 20 129,0(106,2;180,7) 36  384,5(305,2 ;474,0) <0,001 28 228,5(191,2;313,0) <0,001
Sem estimulo 20 182,0(130,5 ; 223,5) 34 480,0(387,0 ; 637,0) <0,001 29 303,0(233,5 ; 417,5) <0,001
Com estimulo 20 462,5(381,5 ; 573,0) 33 680,0(558,5 ; 843,0) <0,001 28 474,5(339,5 ; 545,2) 0,851
VEGF Soro 20 187,0(122,2,268,0) 32 416,0315,0,589,0) <0,007 23  240,0(181,0;363,0) 0,024

G1= Grupo controle

G2= Pacientes com tuberculose pulmonar

M2= aos trés meses de tratamento

M83= ao final do tratamento

(1) Comparagéo dos pacientes de tuberculose (G2) em M2 com os controles (G1), pelo teste de Mann-Whitney. Resumo descritivo em mediana e quartis.
(2) Comparagao dos pacientes de tuberculose (G2) em M3 com os controles (G1), pelo teste de Mann-Whitney. Resumo descritivo em mediana e quartis.
n= tamanho amostral
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Figura 7. Comparacio entre os valores séricos de TNF-a em medianas e quartis, no
grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento e o grupo controle (G1).
MI1>M2>M3; M1,M2,M3 > G1 (p<0,001).
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M1: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
Ma3: final do tratamento

MI: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
M3: final do tratamento
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Figura 8. Comparacdo entre os valores séricos de IFN-y em medianas
e quartis, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento e
o grupo controle (G1). M1>M2>M3; M1,M2 > Gl; M3 =Gl.



Resultados

100-

75+

IL-10

(pg/ml)

25+

*p<0,00

*p<0,00
oy

M3 Controle

Figura 9. Comparagdo entre os valores séricos de IL-10 em medianas e
quartis, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento e o grupo
controle (G1). M1>M2>M3;
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MI: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
M3: final do tratamento

M1: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
M3: final do tratamento
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Figura 10. Comparagdo entre os valores séricos de TGF-fem medianas e
quartis, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento e o grupo
controle (G1). M1>M2>M3;

M1,M2,M3 > Gl.
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Figura 11. Comparagdo entre os valores séricos de VEGF em medianas e
quartis, no grupo com tuberculose pulmonar durante o tratamento e o
grupo controle (G1). M1>M2>M3; M1,M2M3 > G1.
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M1: antes do tratamento
M2: trés meses de tratamento
Ma3: final do tratamento
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8. Correlacao entre os niveis de VEGF e das citocinas no soro dos

pacientes com tuberculose pulmonar (G2), em M1, M2 e M3.

A tabela 7 apresenta os resultados de correlacdo entre os niveis séricos de
VEGEF e das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, no grupo de pacientes com
tuberculose pulmonar antes, no terceiro més e ao final do tratamento.

Observou-se correlagdo fortemente positiva entre os valores de VEGF e de
TNF-a , antes (M1), ap0s trés meses (M2) e ao final do tratamento (M3) (p<0,001).
Em relacdo aos niveis séricos de IFN-y e VEGF, observou-se correlagdo negativa,
ndo significativa (p>0,05), em M1 e M2. Foi observada ainda correlagdo positiva
entre os valores de VEGF e IL-10, porém com significancia estatistica (p<0,001),
apenas ao final do tratamento (M3).

Correlacao positiva significativa também foi observada entre os niveis séricos

de VEGF e TGF-3 em M1 (p<0,001) e em M2 e M3 (p<0,01).
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Tabela 7 — Correlagdo entre os niveis de VEGF e citocinas, determinados no soro, dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2),

em M1, M2 e M3.

VEGF no soro Citocinas no soro (pg/ml)
(pg/ml) TNF-a IFN-y IL-10 TGF-B
M1 m2 M3 M1 m2 M3 m1 m2 M3 M1 m2 M3
VEGF (M1) r 0,63 -0,30 0,26 0,46
VEGF (M1) p 0,001 0,07 0,11 0,001
VEGF (M2) r 0,49 -0,07 0,31 0,47
VEGF (M2) p 0,001 0,71 0,08 0,01
VEGF (M3) r 0,64 0,28 0,63 0,50
VEGF (M3) p 0,001 0,19 0,001 0,01

r = estimativa da correlagéo de Spearman
p = valor de p (significativo quando p<0,05)
M1= antes do tratamento; M2= apds trés meses; M3= ao final do tratamento.
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9. Correlaciao entre os niveis séricos de VEGF e os resultados das
provas de fase aguda, dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2), em

M1, M2 e M3.

A Tabela 8 apresenta os resultados da correlagdo entre os niveis séricos de
VEGF e dos marcadores inflamatérios: VHS, al-GPA, PCR, PT, globulina e
albumina dos doentes (G2) antes do tratamento (M1), trés meses apds (M2) e ao
final do tratamento (M3). Correlacao positiva (p<0,05) foi observada apenas entre
VEGF e PCR, aos trés meses de tratamento (M2). Nos demais momentos, ndo houve

correlacdo significativa entre os valores dessas duas variaveis (p>0,05).
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Tabela 8 — Correlagio entre os niveis de VEGF determinados no soro, com os valores das provas de fase aguda, dos pacientes com
tuberculose pulmonar (G2), em M1, M2 e M3.

VEGF no

Soro
(pg/mi)

Provas de fase aguda

VHS(mm/h) AGA(mg/dl) PCR(g/dI) PT(g/dI) Albumina (g/dl) _ Globulina(g/dI)

VEGF
(M1)
VEGF
(M1)

VEGF
(M2)
VEGF
(M2)

VEGF
(M3)
VEGF
(M3)

r

p

M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3
0,05 0,10 0,03 0,08 0,12 0,001

0,77 0,55 0,85 0,65 0,47 0,98

0,09 0,21 0,38" 0,16 0,22 0,04

0,67 0,25 0.03 0,40 0,23 0,83

0,15 0,16 0,21 0,19 0,09 0,29

0,53 0,48 0,35 0,41 0,70 0,19

r = estimativa da correlagéo de Spearman
p = valor de p (significativo quando p<0,05)
M1= antes do tratamento; M2= apds trés meses; M3= ao final do tratamento.
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V - DISCUSSAO

A tuberculose permanece, ainda nos dias de hoje, como um dos mais sérios
problemas de saide publica, apesar dos esforcos de programas visando melhorar o
diagnostico e o tratamento (L1617,

Em sua forma pulmonar, contagiosa, a tuberculose causa por ano, no mundo,

(7 A cada ano,

cerca de trés milhdes de 6bitos, em torno de cinco mortes por minuto
oito milhdes de novos casos de tuberculose sdao diagnosticados no mundo e estima-
se que um terco da populacdo mundial (dois bilhdes de pessoas) esteja infectada
com o bacilo na sua forma latente **%7.

Outro dado alarmante € o aumento considerdvel de cepas MDR e, mais
recentemente, XDR. Em 2003, estimava-se que 458.000 novos casos de tuberculose
por cepa MDR ocorrendo no mundo em 2003, constituindo 3,2% do total de casos

novos de tuberculose 7.

Em conseqiiéncia disso e de outros fatores, como a
pandemia HIV/aids e a alta incidéncia da tuberculose no sistema prisional, o nimero
de doentes volta a preocupar os 6rgaos de saide. Além desses fatores, a demora para
se chegar ao diagnéstico e o abandono do tratamento colaboram com a ripida
emergéncia de resisténcia as drogas."*¥ Considere-se, ainda, a dificuldade de
seguimento desses pacientes durante o tratamento, que representa um obstdculo para

o controle e a identificacdo das falhas terapéuticas (148,
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Paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento t€ém a maior incidéncia da
doenga, com grande envolvimento do sexo masculino, na faixa etaria produtiva, que
favorece maior nimero de contatos e afasta esses individuos do trabalho, originando
prejuizo para a economia do pais 2367

No presente estudo, também foi alta a incidéncia da doenca no sexo
masculino, com idades entre 20 e 49 anos, faixa que representa 75% dos casos

(2367 Reges

descritos em adultos, pelos diferentes trabalhos sobre o assunto
resultados podem ser explicados, em parte, pelas diferencas bioldgicas,
epidemioldgicas e de comportamento relacionadas ao género, como resposta imune,
oportunidade de exposi¢do ao M. tuberculosis, ligada as atividades profissionais e
menor cuidado com a saude, verificado entre os individuos do sexo masculino (68.69)

A 1identificacdo dos casos contagiosos € o primeiro passo para o controle da
tuberculose. O inicio imediato do tratamento da forma pulmonar nao s6 beneficia o
paciente, mas, também, proporciona o controle da doengca na comunidade 79 No
entanto, muitas vezes, diante de um resultado de baciloscopia negativo, o
diagnoéstico € empirico, baseado em sintomas 70

O elevado indice de positividade nas provas bacterioldgicas para
M.tuberculosis do grupo de doentes desse estudo, certamente tem relagdo com o fato

de a casuistica ter sido selecionada entre individuos que ja tinham o diagndstico de

infec¢do pelo bacilo firmado.
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A infeccdo com M. tuberculosis resulta em doenca ativa em apenas 5% a
10% dos individuos expostos, sendo que a grande maioria controla efetivamente a
infeccdo. Isso pode ser explicado pelas diferencas individuais de suscetibilidade as
doengas, que sofre influéncia de diversos fatores. Por exemplo, a resposta imune
celular, particnarmente do tipo Thl, contém as infec¢des por patdgenos
intracelulares, como € o caso da tuberculose. Contribuem para isso as citocinas que
atuam, inicialmente, por meio da imunidade inata e, mais tarde, pela imunidade
adaptativa, cuja acao controla a infec¢do cronica (16.17.71)

A determinacdo doss niveis séricos (e plasmadticos) das citocinas sofre
influéncia do momento em que se colhe a amostra, da ligacdo dessas substincias
com seus receptoresw, da degradacdo por acdo da temperatura e da excrecdo
urinaria. No entanto, a escolha dessa via leva em conta a facilidade de acesso as
amostras, uma vez que a obtencao de clones de células para a cultura requer técnica

mais sofisticada e trabalhosa, que dificulta sua utiliza¢do na rotina (18.72)

[ (18), a medida de citocinas no soro fornece resultados

Segundo Jason et a
estatisticamente significantes, embora varie conforme a doenca ou o estado clinico
do paciente. No estudo que avaliou a relacdo existente dos niveis de citocinas no
sobrenadante de cultura de células de sangue periférico com aqueles no soro do

paciente com infec¢des sistémicas, como sepsis, maléria, infec¢do cronica pelo HIV,

esses autores observaram maior correlacdo com IL-10, IFN-y e IL-2. Essa correlagao
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variou conforme a presenga ou auséncia do agente infeccioso no sangue, sendo a
mais forte encontrada para os individuos HIV-positivo a8,

No presente estudo, nos doentes com tuberculose pulmonar, os niveis das
citocinas no soro, apesar de mais baixos, também mostraram forte correlagcdo com os
obtidos em sobrenadante de cultura. No entanto, em ambas as situacdes, os valores
estavam bastante acima das concentracdes observadas no grupo controle. Esse
comportamento foi observado tanto em relagdo as citocinas pré-inflamatérias TNF-a
e IFN-y, quanto as antiinflamatdrias IL-10 e TGF-f, repetindo-se em cada um dos
momentos do estudo: antes do inicio, no terceiro més e ao final do tratamento
antituberculose. Esses resultados sugerem que, embora ndo represente medida
precisa da producao celular, a dosagem de citocinas no soro, pode ser um método
util para se aferir a presenca dessas substincias nas diferentes fases da evolucao de
quadros infecciosos como a tuberculose e, assim, avaliar o curso da doenca, do
ponto de vista imunopatolégico (18.72)

Entre os fatores que dificultam o controle da tuberculose, deve ser lembrada a
longa duragdo do tratamento e a falta de marcadores capazes de indicar,
precocemente, a resposta 2 terapéutica especifica ’>’'*. O principal recurso, utilizado
atualmente para esse fim, t€m sido a baciloscopia e a cultura de escarro. Esta ultima,
embora mais especifica, ndo pode ser considerada ideal, pelo longo tempo de espera,

cerca de seis semanas, até que se obtenha o resultado. Dessa forma, a cura muitas

vezes € baseada somente nos aspectos clinicos, radioldgicos e em resultado negativo
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de exame bacteriolégico "%*7. J4, na pratica clinica, geralmente a monitorizacio
da resposta ao tratamento € feita pelas provas inflamatérias de fase aguda que,
embora ndo especificas, e na falta de melhor marcador, auxiliam na determinagdo da
presenca, ou auséncia, da atividade da doenca (60.57:38) yale lembrar, ainda, que, em
algumas situacOes, torna-se necessdria a realizacdo do teste de sensibilidade as
drogas cujo resultado, demorado, pode favorecer o aumento de casos de tuberculose
por bacilo MDR 7% Assim, a procura por bons marcadores, capazes de indicar
supressao do processo inflamatério pelo tratamento, continua sendo muito
importante.

Virios estudos apontam o papel das citocinas, no processo infeccioso, como
marcadores de atividade da tuberculose ou de resposta ao tratamento especifico -
83, Ribeiro-Rodrigues et al 7 demonstram que, ao longo do tratamento, € possivel
verificar diminui¢do dos niveis de IFN-y, TNF-a e IL-8 produzidas no foco da
infeccdo pulmonar, por meio da avaliacdo dessas citocinas no escarro, em amostras
coletadas antes e apOs duas, quatro, oito e 12 semanas de tratamento. Como essas
citocinas tém uma estreita relacio com o desaparecimento da micobactéria, os
autores sugerem sua utilizagdo como marcadores de atividade da doenca e do
processo de inflamacdo, assim como para a avaliacio da resposta a novos
tratamentos antituberculose .

Sahiratmadja er al "7, verificaram a capacidade de producio de TNF-a, IL-

12, IFN-y e IL-10 por células mononucleares do sangue periférico, estimuladas com
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antigeno sonicado de M. tuberculosis, LPS e PHA, de doentes com tuberculose,
durante o tratamento, fazendo correlacdo com a atividade da doenca. Esses autores
encontraram niveis de TNF-a significativamente mais elevados que os controles,
antes do tratamento. Esses niveis cairam apds dois meses de terapia especifica, e
atingiram valores proximos aos do controle, ao final do tratamento. Observaram
ainda que LPS induziu produgdo significativamente maior de TNF-a que o antigeno
especifico. Outros estudos demonstraram elevada producdo de TNF-a por células
mononucleares do sangue periférico de pacientes estimuladas com M. tuberculosis
quando comparadas ao controle ®***. Olobo er al ', observaram niveis elevados de
IL-10, seguidos pelos de TGF- e TNF-a, em liquido pleural e também no plasma
de pacientes com tuberculose pleural. Verificaram, ainda, aumento dessas citocinas
no plasma de contactantes saudéaveis. Outros estudos demonstram aumento do risco
de reativagdo da infeccdo latente por tuberculose com o uso de terapia anti-TNF-a
3% Da mesma forma, pacientes com artrite reumatoide, tratados com anticorpo
anti-TNF-a, uma forma de conter o processo inflamatdrio auto-agressivo,
apresentam reativacdo da tuberculose .

Virios estudos, além desses ja citados, evidenciam o papel essencial do TNF-
o na defesa inicial do hospedeiro contra o M. tuberculosis, sendo sua rdpida
producdo fundamental para limitar a multiplicacdo da micobactéria e controlar a

~ - 77,78,83,84,86,87
evolucdo da tuberculose no hospedeiro &>77-/88%% 868D,
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No presente estudo, os pacientes com tuberculose apresentaram niveis de
TNF-a significativamente mais elevados que os do grupo controle, antes do inicio,
aos trés meses e ao final do tratamento, quer quando medidos em sobrenadante de
cultura de mondcitos do sangue periférico dos pacientes, quer no soro. Durante o
acompanhamento desses doentes, os niveis da citocina foram diminuindo de maneira
significativa, sendo menores que os encontrados no momento inicial aos trés meses
e ao final do tratamento antituberculose, tanto no soro, quanto no sobrenadante de
cultura de células mononucleares. Em seu trabalho com pacientes com tuberculose
pulmonar em atividade, Deveci er al ®® também notaram diminuicdo gradativa e
significativa dos niveis de TNF-a apds dois, quatro e seis meses de tratamento.

Os niveis elevados de TNF-oa, observados nos doentes tuberculosos do
presente estudo, podem ser explicados pelo seu importante papel, em acao paralela a
atividade das citocinas do perfil Thl, no controle da fase inicial, inflamatéria, da
infeccdo pelo M. tuberculosis G377 Essa acado pro-inflamatoria inicial do TNF-a, se
faz pelo estimulo da expressdao de moléculas de adesdao (MCP-1), de quimiocinas
(IL-8) e de seus receptores, que resulta no recrutamento de macréfagos para o local
da lesdo tuberculosa, os quais, em associagdo com a IL-2, contribuem para a
formagcdo do granuloma funcional no tecido infectado, que contém a infeccdo, e
impede a multiplicagdo bacilar. Com isso h4 restricdo da infeccdo e prevencdo da

disseminacao (16,17.37.38)
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Na tuberculose, sabe-se que, na auséncia de TNF-a, ou de seu receptor, os
granulomas formados ndo sdo bem organizados, t€ém poucos macréfagos ativados e
o arranjo dos linfécitos estd alterado, o que torna sua atividade deficiente. Nesse
sentido, experimentos com camundongos infectados por M. tuberculosis e
deficientes para producdo de TNF-a, e de seu receptor, mostraram formacao
desorganizada do granuloma e processo inflamatdrio exacerbado nesses animais, o
que sugere o papel central dessa citocina no controle da doenga(49). Ainda, a
neutralizacdo de TNF-o em camundongos com forma latente de tuberculose resultou
na reativagio da multiplicacio bacilar ©®”. Esses dados, todos, ddo evidéncias do
envolvimento do TNF-a, in vivo, com a formagdo e manutencdo da lesdo
granulomatosa que contém o avango do bacilo (17.21,35.85.89)

Por outro lado, o TNF-o também pode ser um fator importante de
deterioragdo clinica do tuberculoso, sendo mesmo citado como o principal

@0 Isso

responsdvel pela destruicdo do tecido pulmonar do individuo infectado
aconteceria pela capacidade reduzida do macréfago de destruir o M. tuberculosis, o
que leva a um recrutamento continuo de células inflamatdrias ao local da lesdo e
conseqiiente necrose do tecido pulmonar ®¥. H4 estudos que relacionam o aumento
de deterioracdo clinica e da mortalidade, no inicio do tratamento de tuberculose

(36,89)

grave, a grande concentracdo de niveis dessa citocina Assim, o TNF-a tem

efeito pré-inflamatdrio e papel critico na imunomodula¢do do mecanismo de defesa
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contra o bacilo, responsavel pelo delicado equilibrio entre a imunidade protetora e a
fisiopatoldgica (16.17.89)
O IFN-y € outra citocina cuja produ¢do no inicio da infec¢do € critica para o

controle do M. tuberculosis V.

Embora nao atue isoladamente, tem papel
fundamental no desenvolvimento da resposta protetora contra infec¢des por
patégenos intracelulares, pois estimula os macréfagos e aumenta sua capacidade
microbicida e de sintese de reativos intermedidrios de oxigénio e nitrogénio ©790)
Na tuberculose, o IFN-y estd envolvido na formag¢do do granuloma. No entanto, os
resultados dos diversos estudos sdo controversos, pois alguns sugerem que seus
niveis estdo diminuidos, enquanto outros apontam para seu papel no controle infecdo

.. (17,757 1-
na fase inicial 17-7>79:8891-95)

Estudos conduzidos por Sahiratmadja et al D demonstraram haver
correlacdo inversa dos niveis de IFN-y com a atividade da doenga. Segundo esses
autores, ocorre forte diminui¢ao na concentracdo dessa citocina no sobrenadante de
cultura de células de sangue periférico, durante a tuberculose em atividade, que volta
a aumentar no decorrer do tratamento. Mostraram ainda que, na cultura de células
estimuladas pelo antigeno sonicado da micobactéria, a producdo de IFN-y foi mais
alta nas formas moderada ou branda da doenca do que na forma mais avancada. Por

outro lado, quando as células foram estimuladas por mitégeno inespecifico (PHA),

que mede a capacidade geral da célula T em produzir citocinas, ndo encontraram
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alteracdo na producdo de IFN-y durante o tratamento, o que sugere relacido antigeno-
especifica reversivel nessa diminuicao.

Outros estudos demonstram que, no momento do diagndstico da tuberculose,
a concentracdo de IFN-y € mais elevada no sitio da lesdo do que no sangue
periférico. Desse modo, no lavado bronco-alveolar de pacientes com tuberculose

avancada seus niveis sdo altos e, apds tratamento bem sucedido, verifica-se queda

(89,94) l (73)

significativa dos niveis da citocina Ribeiro-Rodrigues et a relatam que a
concentracao do IFN-y, no escarro de doentes com tuberculose, € significativamente
mais elevada que em individuos sauddveis, ou com outras pneumonias bacterianas.
Também no escarro, os niveis de IFN-y diminuem rapidamente apds a
quimioterapia, quando a baciloscopia tem resultado negativo 9 0 mesmo pode ser

%) Esses achados

verificado no liquido do derrame da tuberculose pericdrdica
sugerem de maneira importante que, durante a atividade da tuberculose, hd uma
compartimentalizacdo dos linfocitos especificos contra o antigeno micobacteriano
no local da infeccdo, e que essas células podem aparecer no sangue periférico apos a
quimioterapia. Assim, pode-se dizer que as concentragdes do IFN-y no soro, durante
a doenca ativa, sdo mais baixas do que no sitio da lesdo e, apds o tratamento, os
niveis séricos aumentam significativamente, coincidindo com a chegada dos
linfécitos ao sangue periférico, no periodo pds-quimioterapia 9,

O M. tuberculosis pode, também, impedir o macréfago de responder

] 149

adequadamente ao IFN-y, como mostra Flynn et a , em estudo recente. Do
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mesmo modo Koo et al ©¥

, observaram, em estudo experimental, que a estimulacao
do macréfago pelo IFN-y é inibida pela prépria bactéria, viva, e por seus
componentes. Assim a estimulacdo com mitégenos inespecificos, de células em
cultura, é bastante utilizada para determinar a capacidade real da célula em
produzir citocinas **

No presente estudo, diferindo dos relatos dos outros autores, nao se
encontrou diminuicdao do IFN-y no sangue periférico, na doenca em atividade. Ao
contrdrio, os pacientes apresentaram niveis significativamente aumentados da
citocina, antes do tratamento, em relacdo aos individuos normais. Esse
comportamento do IFN-y foi verificado tanto no soro, quanto no sobrenadante de
cultura de células mononucleares periféricas totais, estimuladas ou nao, na fase ativa
da doenca, antes do inicio da terap€utica especifica.

Essa discordancia entre este estudo e os de outros autores pode estar ligada a
fase evolutiva da tuberculose. Enquanto a maioria dos trabalhos abordou a doenca
avancada, no estudo ora em discussdo predominou a forma clinica moderada, em
que os doentes sdo atendidos em ambulatérios, ndo necessitando de internagdo
hospitalar. Dlugovitzky et al ®® também observaram niveis significativamente mais
elevados de IFN-y em pacientes com evolu¢do clinica moderada, quando
comparados com os doentes com formas mais avangada da doenca.

Mas, outros autores também descreveram niveis de IFN-y elevados na

] B

tuberculose pulmonar. Portales-Peres et a observaram aumento de producgdo de
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IFN-y por células mononucleares totais do sangue periférico, em pacientes com
tuberculose pulmonar cronica, estimuladas com antigeno de M. tuberculosis.

Verbon et al ®Y avaliaram amostras de soro de pacientes com tuberculose
pulmonar e extrapulmonar durante o tratamento e de dois grupos-controle:
contactantes sauddveis e individuos normais. Mostraram que os niveis séricos de
IFN-y estavam significativamente mais elevados nos pacientes com a doenca em
atividade antes da terapia, quando comparados com os outros grupos de pacientes e
com os controles. Pacientes apds o tratamento, assim como 0s contactantes, tiveram
niveis de IFN-y iguais aos dos controles normais.

A diminuicdo da producao de IFN-y ao longo do tratamento foi verificada por

Berktas et al

, em pacientes com tuberculose pulmonar, antes e dois meses apds o
inicio do tratamento, sendo os niveis séricos finais significativamente menores que
os iniciais. Deveci er al ®® concordam com esses achados, tendo observado
diminuicao significativa dos niveis séricos de IFN-y em individuos com tuberculose
pulmonar ativa antes, aos dois, quatro e seis meses de tratamento. Os autores,
inclusive, sugerem que esse parametro poderia ser utilizado como indicador de
sucesso terapéutico.

No presente estudo, os pacientes com tuberculose pulmonar apresentavam
niveis de IFN-y no soro e em sobrenadante de cultura de células mononucleares

periféricas totais maiores que os do grupo controle, antes e aos trés meses de

tratamento, com e sem estimulo pela PHA. Esses niveis tiveram diminui¢do
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significativa, ao longo do tratamento, atingindo concentragdes iguais aos dos
individuos do grupo controle, ao final da terapé€utica especifica.

Todo o estimulo pré-inflamatorio, exercido pelas citocinas até aqui
discutidas, tem que ser equilibrado, para a protecdo do individuo infectado, contra o
excesso de resposta de perfil Thl. Assim, a medida que a infec¢do evolui eo
granuloma vai sendo formado, aumenta a expressao de IL-4 e IL-10 e diminui a de

1 “O

IFN-y, conforme relato de Orme et a Porém, had autores que associam o

aumento de citocinas representativas do perfil Th2, as formas mais avancadas da

doenca, enquanto que o predominio de IFN-y (perfil Th1), as suas formas leves “".
A 1IL-10, citocina considerada antiinflamatéria e reguladora da resposta

imune, desativa os macrofagos pela inibi¢do da produgdo de IL-12, o que leva a

TP, Desse modo, essa citocina é

reducdo da producdo de IFN-y pelo linfécito
considerada elemento essencial para a prote¢cdo do hospedeiro contra o excesso de
resposta tipo Thl, o que certamente estd ocorrendo quando o individuo apresenta
sinais e sintomas de tuberculose e € feito o diagndstico etiolégico. Todos os doentes
da presente pesquisa tiveram os niveis pré-tratamento de 1L-10 determinados nessa
fase. E, neles, esses niveis foram bem altos em relacdo aos do grupo normal.

[ " identificaram altos niveis de IL-10 no

Do mesmo modo, Olobo ef a
plasma de pacientes com tuberculose pulmonar e pleural. Também encontraram

niveis aumentados dessa citocina nos contactantes, o que os levou a concluir ser esse

um mecanismo modulador da resposta inflamatdria contra o bacilo.
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Bonecini-Almeida et al (98), avaliando a expressdo de citocinas

imunorreguladoras no lavado bronco-alveolar, constataram niveis significativamente
mais altos de IL-10, bem como expressdao aumentada de mRNA dessa citocina, nos
pacientes com tuberculose pulmonar em atividade, quando comparados com
individuos com tuberculose pregressa e com controles normais.

Os niveis de IL-10, produzidos na fase de grande atividade do processo
inflamatério, verificada antes do tratamento, sdo significativamente maiores do que
durante ou mesmo apds a terapéutica especifica. Isso pode ser confirmado por
estudos conduzidos por Deveci et al ®, que detectaram concentracdes
significativamente mais altas de IL-10 no soro de pacientes com tuberculose em
atividade do que naqueles com doenca pregressa. Notaram, ainda, reducdo
significativa da citocina apds quatro meses de tratamento.

Da mesma forma, Verbon et al ®* obtiveram médias mais altas de IL-10 no
soro de pacientes com tuberculose em atividade, que diminuiam durante a terapia,
embora se mantivessem maiores do que os de individuos normais.

No presente estudo, também foi demonstrado aumento significativo dos
niveis de IL-10 no soro, assim como em sobrenadante de cultura de mondcitos do
sangue periférico, estimulados ou ndao com LPS, nos pacientes com tuberculose
pulmonar. Esse resultado foi observado antes, durante e ao final do tratamento

antituberculose, em comparag¢do com os valores obtidos no grupo controle. Embora

tenha havido diminui¢do na produgdo de IL-10 ao longo do tratamento, seus niveis
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ainda permaneciam significativamente mais elevados do que os do grupo controle,
no final da terapéutica especifica.

Em estudo conduzido por Sahiratmadja et al an

, em pacientes com
tuberculose em atividade, o aumento da producdo de IL-10 por células
mononucleares de sangue periférico, estimuladas com LPS, foi pequeno, tendo
voltado aos niveis normais, verificados nos controles, ao final da terapia. Essa
normalizacdo pode ter acontecido pelos niveis iniciais baixos dessa citocina nos
doentes. Ao contrdrio, no presente estudo, as concentracdes séricas de IL-10 dos
pacientes, antes do tratamento, foram aproximadamente dez vezes maiores que as do
grupo controle e, no sobrenadante de cultura, os valores foram ainda mais altos.

A manutencdo de concentragdes altas de IL-10, mesmo apds o final do

tratamento, talvez possa se apoiar em trabalhos como o de Couper et al 9

, que
estudaram as células T reguladoras (Treg), produzidas no timo, e que tém
capacidade para secretar IL-10. Segundo esses autores, essas células estdo
associadas a manutencdo do equilibrio entre a eliminacdo do patdégeno e a
imunopatologia. Na infeccdo moderada, a producdo de IL-10 pelas células
dendriticas e pelos macréfasgos seria deslocada para as células Treg, resultando em
alteracdes patoldgicas mais leves, mas permitindo a persisténcia do bacilo. Nos

casos em que ha forte resposta inflamatéria, com altos niveis de TNF-a e de IFN-y,

como ocorreu no presente estudo, as células Treg, assim como a producao de IL-10,
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seriam necessdrias, ainda durante a fase de resolugdo da infec¢do, para minimizar as
~ L : ~ _ (100-104)
alteracdes patoldgicas causadas pela inflamacao .

A IL-10 estabelece verdadeiro equilibrio entre a resposta imune protetora e a

patologica, uma vez que altos niveis de IFN-y e TNF-a levam a necrose tecidual

(91,105) I (30)

. Segundo Balcewics-Sablinska et a , a neutralizacdo da acdo do TNF-a
pela IL-10 € conseguida pela inducdo da liberacdo dos receptores soliveis da
citocina, TNF-aR2. Assim, seriam formados complexos TNF-TNFR, que
controlariam a funcdo nociva do TNF-a. A IL-10 pode atuar, ainda, inibindo
diretamente a resposta de células T CD4+ @050,

No entanto, ao lado de toda essa atividade antiinflamatoria, a IL-10 também
tem efeito anti-apoptdtico, que permite aumento da sobrevida do macréfago
infectado, garantindo um foco de produc¢do continua das citocinas pro-inflamatorias
G A dualidade da atividade pré- e antiinflamatéria da IL-10 € bem demonstrada
em experimento com camundongos transgénicos, que apresentam expressao
constitutiva de IL-10. Esses animais tém menor capacidade de contengdo da
infeccdo pelo Bacilo Calmette-Guérin (BCG), embora nido tenham prejuizo da
resposta da producao de IFN-y. Desse modo, a IL-10 atuaria inibindo a ativag¢do do
macrofago, promovida pelo IFN-y 2090 " Os resultados de Ribeiro-Rodrigues et al
7 ¢ os do presente trabalho, em que niveis elevados de IFN-y e IL-10 foram

encontrados, concomitantemente, nos doentes com tuberculose, concordam com

esses achados.
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A origem da IL-10, no sitio da infec¢do tuberculosa, parece ser mais do

2 (106) I (107)

macrofago do que do linfécito Th . No entanto, Boussiotis ef a em
pacientes anérgicos com tuberculose, demonstraram células T produtoras de IL-10.
Outro estudo, utilizando marcacao intracelular de citocinas, mostrou que células T
CD4+ e T CD8+, de pacientes com tuberculose, podem produzir IL-10 quando
estimuladas com derivado protéico purificado (PPD) ®.

Produtos micobacterianos induzem ainda a producdo de TGF- pelos
mondcitos e células dendriticas. O TGF-f é produzido em grande quantidade
durante a tuberculose em atividade, sendo expresso também no sitio da infecgdo.
Essa citocina suprime a imunidade mediada por células, a producdo de IFN-y e de
citocinas pré-inflamatorias (1698108 'Embora seu efeito antiinflamatério seja protetor,
niveis excessivamente altos de TGF- podem impedir a agdo de mecanismos imunes

37,108
contra a tuberculose ),

SR

Dlugovitzky et al ", estimulando in vitro células mononucleares periféricas,

mostraram niveis de TGF-B, significativamente maiores nos pacientes com

96 .
tuberculose do que nos controles ©9 Concordando com esses dados, Fiorenza et al

(199 " encontraram niveis aumentados de TGF-p e TNF-o na forma grave da doenca.

Bonecini-Almeida et al ©®

observaram a expressao de altos niveis de TGF-§ e de
seu receptor, em lavado bronco-alveolar de pacientes com tuberculose ativa, maiores

do que naqueles com a forma inativa.
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Deveci et al ®¥

ndo observaram diferenca nos niveis séricos de TGF-f
quando compararam pacientes com tuberculose ativa, inativa e controles, sugerindo
que o TGF-B apresente atividade pro-inflamatéria em baixas concentragdes e
antiinflamatdria em altas concentragdes. Resultados similares obtiveram Olobo et al
78 que encontraram niveis elevados de TGF- no plasma, mas indetectaveis de
TNF-a em pacientes com tuberculose. De acordo com esses autores, os baixos niveis
de TNF-a podem ser devidos ao efeito supressor de TGF-, aumentado nesses
pacientes, e ao fato de estarem na fase avangada da tuberculose.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os trabalhos
apresentados, pois doentes com tuberculose tinham niveis significativamente mais
elevados de TGF-f, tanto no soro como em sobrenadante de células mononucleares
do sangue periférico, estimuladas ou nao por LPS, quando comparados aos
controles. Esses niveis diminuiram significativamente ao longo do tratamento dos
pacientes. No entanto, apesar dessa diminui¢do, ainda mostravam niveis mais
elevados do que os controles, ao final do tratamento. A exce¢do se verificou nos
niveis da citocina encontrados em sobrenadante de cultura de células do sangue
periférico, estimuladas com LPS que, ao final do tratamento, nao diferiram dos do
grupo controle. Esse achado poderia ser indicativo de que as células desses doentes,
ao final do tratamento, ja estavam produzndo TGF- na sua capacidade maxima, em

fun¢do da necessidade da acdo reparadora da citocina sobre o tecido afetado. Assim

sendo, nao puderam responder ao estimulo da LPS.
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E bem conhecido o papel do TGF-b no processo de reparacio tecidual e
fibrose. Além de atuar na formacgdo da cicatriz, agindo em diferentes niveis para
aumentar a deposi¢ao de colageno, é quimiotatica para fibroblasto, promovendo sua
transformacdo em miofibroblasto e induzindo a sintese de matriz protéica e de

glicoproteinas (58,88,110-112)

De acordo com Scott-Browne et al ‘'

, camundongos infectados com M.
tuberculosis apresentam grande quantidade de Tregs no interior dos granulomas,
inclusive interagindo diretamente com clones de células infectadas. Uma vez que as
Tregs antigeno-induzidas ou adaptativas expressam citocinas imunossupressoras,
como a IL-10 e o TGF-f, essa poderia ser a explicacdo dos altos niveis dessas
citocinas apresentados ao final do tratamento, que atuariam com o intuito de conter o
processo, bem como de reparar o tecido (100,

As citocinas pré-inflamatérias, liberadas pelas células ativadas durante a
resposta inflamatoria, ao longo do processo tuberculoso sao responsaveis pela forte
resposta de fase aguda, local e sist€mica, acompanhada por intimeras alteracoes
metabdlicas e neuro-enddcrinas, clinicamente caracterizadas por febre, anorexia,
leucocitose e catabolismo de células musculares. Como resultado de alteracdes na
concentracdo das proteinas de fase aguda e aumento do VHS, ocorre aumento da

(62)

viscosidade plasmatica . Embora denominada ‘“resposta de fase aguda”, esse

fendmeno também acompanha a fase cronica do processo inflamatério.
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A maioria dos diversos elementos da resposta de fase aguda, como
fibrinogénio, PCR e al-GPA, tem pouca especificidade diagndstica. No entanto,
esses elementos podem ser importantes para discriminar os processos inflamatorios
dos ndo inflamatérios, bem como para refletir a intensidade da inflamacdo. O
acompanhamento seriado dessas proteinas pode ser indicativo de resolugdo ou piora

. . 7
do processo infeccioso ©7.

| ©7 avaliando parametros de fase aguda em pacientes com

Lawn et a
tuberculose pulmonar, observaram que a queda nos niveis da PCR e o aumento na
concentracdo de hemoglobina sdo os primeiras sinais que acompanham a melhora
clinica do paciente, enquanto que a volta a valores normais da VHS demanda um
tempo maior. Assim, sugerem o uso da PCR e da hemoglobina para o
acompanhamento do tratamento, principalmente naqueles casos ndo confirmados
inicialmente ©”.

Baynes et al (1 demonstraram que, na tuberculose pulmonar, altos niveis
de PCR e de VHS apresentavam correlagdo positiva com a gravidade da doenca.

Caner et al "', determinaram os niveis de IL-2 e PCR associando-os aos
aspectos clinicos e radiolégicos em pacientes com tuberculose pulmonar.
Observaram que, enquanto os niveis de IL-2 eram similares aos dos controles, os
niveis de PCR eram significativamente mais altos. Sugeriram ainda haver uma

correlagdo positiva da PCR com o diametro da cavidade pulmonar, apontando-a

como um bom indicador de gravidade da doenca.
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Unsal et al ©¥

, observaram aumento na concentracdo sérica de IL-6 e PCR
proporcional a contagem de plaquetas em pacientes com tuberculose pulmonar.
Verificaram ainda, nesses pacientes, aumento significativo das PFA em relacdo aos
controles normais.

Sahiratmadja et al an

, estudando pacientes com tuberculose pulmonar em
atividade, antes da introducdo do tratamento, constataram valores de VHS, PCR,
glébulos brancos totais e de granuldcitos significativamente mais elevados do que os
de individuos normais. Apds os seis meses de tratamento, tanto os niveis de PCR,

A s . - (77
como 0s parametros hematologlcos, encontravam-se normais ( ).

Hernandez-Pando et al ©7

, em modelo experimental de tuberculose,
observaram alta expressao de mRNA para a-1GPA e fibrinogénio, associada a baixa
expressao de gene para albumina.

No presente estudo, os resultados estdo, de modo geral, de acordo com os de
outros autores, tendo-se observado aumento significativo de VHS, PCR, e globulina
nos doentes com tuberculose pulmonar, antes do tratamento, em relagdo aos niveis
encontrados apds trés meses e ao final do tratamento. Espera-se, nas infeccoes
cronicas, aumento da concentracao das globulinas, com tendéncia para a diminui¢ao
da de albumina. A grande producgdo das PFA pelo figado associa-se a diminui¢do da
sintese das proteinas normalmente encontradas no sangue, como pré-albumina,

transferrina e albumina, consideradas PFA negativas D,
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Os resultados obtidos concordam com aqueles que sugerem o uso desses
parametros de resposta de fase aguda para auxiliar o monitoramento da atividade da
tuberculose. E provdvel que os valores circulantes de PCR na infeccio
micobacteriana representem o melhor parametro, dentre aqueles até aqui discutidos,
pelos diferentes trabalhos, para indicar atividade do processo inflamatério. Em
seguida, tem-se a VHS, considerada um bom marcador, embora inespecifico, de
atividade de doengas subagudas e cronicas. No presente estudo, VHS, al-GPA e
PCR foram os pardmetros que mais se distanciaram dos valores normais de
referéncia, no inicio da doenga, atingindo mais rapidamente os niveis normais apos
o tratamento.

Na tuberculose pulmonar, a par da resposta de fase aguda, ainda se verifica
um estado de hipercoagulabilidade, ocorrendo trombose venosa profunda,
confirmada por métodos laboratoriais, em 3% a 4% desses pacientes. No entanto,
em razdo da forma subclinica da doenga, apresentada pela maioria dos pacientes, a

incidéncia real pode estar em torno de 10% (13),

E provével que a hipercoagulabilidade ocorra porque o endotélio vascular,
estimulado pela interagdo entre produtos micobacterianos e o sistema mondcito-
macrofago do hospedeiro, passa a sintetizar grandes quantidades de TNF-a e IL-6.

Essas citocinas induzem a resposta de fase aguda, que altera os niveis das proteinas

de coagulacdo, como o fibrinogénio e fator VIII, desencadeando distirbios na
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homeostase e levando ao estado de hipercoagulabilidade. Todas essas alteracdes
desaparecem apds o tratamento.

Além de suprimir a imunidade mediada por células, assim como a producao
de IFN-y e das demais citocinas pro-inflamatérias, como ja foi discutido

anteriormente, o0 TGF-P tem sido apontado como um indutor da prolifera¢do celular

(16,98,108) l (116)

e angiogénese em sitios de inflamacao . Berse et a , ha artrite
reumatdide, comparando a capacidade de diferentes citocinas em estimular a
secrecao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), pelos fibroblastos
sinoviais humanos, identificaram o TGF-§ como o mais forte indutor de secrecao
dessa substancia.

117 . .
[ ), em estudo com células embrionarias de

Também Pertovaara et a
camundongo, investigaram o possivel efeito angiogénico do TGF-f3 . De acordo com
os autores, o estimulo dessa citocina causa a biossintese ¢ acimulo de VEGF no
compartimento extracelular que circunda as células endoteliais dos vasos
sanguineos.

O VEGF, potente mediador angiogénico, mitogénico e com capacidade de

aumentar a permeabilidade vascular das células endoteliais, estd associado, com

(118,119) (120-

doencgas inflamatérias cronicas, como a doenga de Crohn e a tuberculose
124 . 4 . o~ - . L.
). Nesse sentido, Matsuyama et al “® utilizando colora¢ao imunohistoquimica em

material de bidpsia de doentes com tuberculose, mostraram a presenca de VEGF nos

macrofagos pulmonares que circundavam a lesdo, associando-o com a patogénese da
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doenga. Em outro estudo esses autores investigaram a fonte celular de VEGF em
pacientes com tuberculose, utilizando cultura de células mononucleares de sangue
periférico, estimuladas com PPD e analisadas por citometria de fluxo. Observaram
que o PPD era capaz de aumentar a produ¢cdo de VEGF, especialmente nos linfécitos
T in vitro, aumento que era inibido pela adi¢cdo de anticorpo anti MHC (Complexo
Principal de Histocompatibilidade) de classe II'*. Como as moléculas de MHC de
classe II, ttm importante papel na apresentacdo de antigeno reconhecido pelos
linfécitos T CD4+, sugeriram ser essa célula uma importante fonte de VEGF.
Mostraram ainda, que a produ¢do de VEGF na cultura de células mononucleares do
sangue periférico de pacientes com tuberculose é antigeno-especifica, pois o PPD
induziu, com maior intensidade que o LPS, a producdao de VEGF pelos linfécitos T
CD4+ ! Matsuyama et al “® ainda encontraram niveis séricos de VEGF mais
altos em 43 pacientes com tuberculose pulmonar ativa do que nos 29 pacientes com
tuberculose inativa e nos 11 com bronquite aguda. Em em oito individuos com
tuberculose MDR, os niveis continuaram elevados apds o tratamento, 0 que sugere
que € a involucado do processo inflamatério, e ndo a presenca das drogas, que causa a
diminuicdo do VEGF. Em sete dos pacientes com tuberculose pulmonar ativa,
verificaram diminui¢ao dos niveis séricos de VEGF durante o tratamento. Entretanto
ndo observaram diferenca significativa entre os niveis de VEGF ao terceiro e sexto

meses de tratamento (48).
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Estudos conduzidos por Alatas er al ©®® tiveram resultados semelhantes,
demonstrando, no soro de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, valores de
VEGF aproximadamente duas vezes acima dos encontrados nos pacientes com
doenga inativa. Esses autores seguiram o tratamento de dez doentes tuberculosos e
observaram que os niveis séricos de VEGF foram menores ao final da terapia,
acompanhando a melhora clinica © 2

Concordam com esses achados os resultados do presente estudo, que
demonstraram niveis séricos de VEGF mais elevados nos pacientes com tuberculose
pulmonar em atividade antes da terapia, inclusive com valores até trés vezes maiores
que os do grupo controle. Ainda, foi demonstrado que os niveis séricos de VEGF,
diminuiram significativamente aos trés meses e no final do tratamento,
acompanhando a melhora clinica desses pacientes.

Abe et al "*", estudando os niveis séricos de VEGF em pacientes com
tuberculose pulmonar, observaram que aqueles sem lesdes cavitarias, tinham niveis
séricos de VEGF mais altos que os controles sauddveis e pacientes com cavidade
pulmonar caracteristica, discordando dos resultados obtidos nos estudos anteriores.
No estudo ora em discussdo, ndo se avaliou o tipo de lesdo radiolégica pulmonar dos
doentes.

Ainda sdo poucos os estudos demonstrando o aumento de VEGF no soro de
pacientes com tuberculose pulmonar e poucos também sdo os marcadores

L. . . 48,56,121,126-12
soroldgicos que possam refletir a atividade da doenca (48.36.121, 5,
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No presente estudo, o soro, como via de determinacdo do VEGF em pacientes
com tuberculose pulmonar, concordando com outros relatos citados, foi a via de
escolha, por se tratar de método pouco evasivo, de simples execucdo e que fornece
resultados rapidos, confidveis e facilmente reprodutiveis (“4553:118) " Ainda, no presente
estudo, os niveis séricos de IFN-y e TNF-a, assim como de IL-10 e TGF-B, dos
pacientes com tuberculose pulmonar mostraram forte correlagdo positiva com os do
sobrenadante de cultura de células mononucleares e de mondcitos do sangue
periférico, fato que sugere que valores de citocinas que possam indicar atividade da
doenga ordem ser pesquisados no soro.

Finalmente, de acordo com os resultados aqui obtidos, antes do tratamento,
momento de grande atividade da doenca, era grande a concentrac¢ao de citocinas pro-
inflamatdrias, assim como das antiinflamatorias, perfil caracteristico do processo
tuberculoso nessa fase, que é de combate ao agente e de defesa contra a lesdao
tecidual ocasionada pelo combate. Também, corroborando os resultados dos
marcadores imunopatogénicos, foram encontrados niveis séricos aumentados das
proteinas de fase aguda inflamatéria, PCR e VHS, inespecificas, mas com boa
sensibilidade para esse propodsito. Interessante foi poder observar, nesse estudo de
marcadores de atividade do processo tuberculoso, que o VEGF, como j4 anunciado
por outros autores, também se mostrou bom indicador de atividade inflamatodria. Sua
dindmica foi equipardvel a dos outros tradicionalmente utilizados. O ineditismo

deste trabalho, no entanto, foi verificar que houve correlacdo positiva entre os
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marcadores de atividade tuberculosa, ja disponiveis e o VEGF, o que sinaliza para a
possibilidade de se escolher, segundo a conveniéncia do momento, qual indicador
utilizar. Novos trabalhos sdo esperados para que se possa confirmar, com casuistica
mais expressiva, sua utilidade como unico indicador de atividade da doenca, para
auxiliar na decisdo quanto a se introduzir o teste terapéutico e para acompanhar a
resposta ao tratamento especifico nos doentes com tuberculose pulmonar, principal

fonte de disseminag¢do da doenga.
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VI - CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste estudo:

= Entre as citocinas estudadas o IFN-y foi a que melhor refletiu a resposta ao

tratamento antituberculose.

¥ O soro se mostrou via confidvel para a determinagcdo das citocinas, sendo

capaz de refletir a atividade sistémica .

= PCR e VHS foram os melhores marcadores inespecificos de fase aguda,

inflamatoria.

¥ O VEGF se mostrou um promissor marcador de atividade inflamatéria na
tuberculose, pois apresentou altos niveis séricos inicialmente que diminuiram
ao longo do tratamento. Valores ainda ligeiramente elevados, encontrados ao
final do tratamento, podem refletir a atividade de neovascularizacdo
reparadora da destruicdo tecidual, propria da atividade inflamatéria da

tuberculose.
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RESUMO

Ainda nos dias de hoje, a procura por bons marcadores, capazes de indicar o
sucesso ou falha da terapéutica antituberculose, tem sido uma preocupacao
constante. Este estudo teve por objetivo avaliar o papel do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), potente mediador angiogénico e de permeabilidade
vascular, como marcador de atividade da tuberculose pulmonar (TBP), durante o
tratamento especifico, comparando-o aos niveis de citocinas e as provas de fase
aguda inflamatoria. Para isso, foram avaliados os niveis de VEGF séricos, das
citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-f, no soro e em PBMC e as provas de fase
aguda inflamatéria VHS, PCR, a1-GPA, PT, globulina e albumina, em 42 doentes
com TBP e 20 controles saudaveis. Os doentes foram avaliados antes, aos trés
meses e ao final do tratamento € o grupo controle em apenas um momento, para
determinar os valores de referéncia das citocinas e do VEGF. As citocinas aqui
estudadas apresentaram concentracdes mais elevadas na TBP em atividade, que
foram diminuindo ao longo do tratamento e, ao final, somente o IFN-y teve niveis
compardveis aos do grupo controle. Também os niveis das citocinas em
sobrenadante de cultura de PBMC apresentaram correlacdo positiva com aqueles
encontrados no soro. Do mesmo modo, os niveis séricos de VEGF, que atingiram
valores altos na tuberculose em atividade, apresentaram queda significativa no

decorrer da terapia, retornando a valores muito préximos aos encontrados nos
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individuos normais, apés o tratamento. Apenas o VHS e a PCR, entre os marcadores
inespecificos de fase aguda inflamatéria, mostraram-se bons marcadores de
atividade da doenca. Neste estudo de marcadores de atividade do processo
tuberculoso, o VEGF se mostrou bom indicador de inflama¢do, com dinamica
compardvel a dos outros tradicionalmente utilizados. O fato de ser determinado no
soro, a metodologia simples de execucdo, que fornece resultados rdpidos e
facilmente reprodutiveis, tornam esse potencial marcador de atividade bastante
promissor. Os achados desta pesquisa sinalizam para a necessidade de novos
estudos, com casuistica mais expressiva, que confirmem sua utilidade como
marcador de atividade da doenca, para auxiliar na decis@o quanto a introdugdo do
teste terapéutico e acompanhar a resposta ao tratamento especifico nos doentes com

tuberculose pulmonar.
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ABSTRACT

Tuberculosis still is a matter of concern in public health, with thousands of
cases worldwide every year. Nevertheless, the lack of good markers to indicate
success or failure of anti-tuberculosis therapy and the increase of MDR tuberculosis
persist. The aim of the present study was to evaluate the potential of the vascular
endotelial grouth factor (VEGF), as a marker of pulmonary tuberculosis (PTB)
activity during treatment, compared to citokine levels and acute phase tests; and to
correlate serum to PBMC cytokines levels. Serum VEGF, serum and PBMC
cytokines TNF-a, IFN-vy, IL-10 e TGF-3 and the acute phase response VHS, PCR 1-
GPA, PT, globulin and albumin were measured in 42 patients with PTB and 20
healthy controls. Blood of PTB patients was collected before beggining, at three
months and at the end of the treatment. The control group was evaluated in just one
moment to determine the reference values. In the present study, the serum cytokine
levels, although lower, showed strong correlation with those obtained in PBMC. The
serum levels of VEGF reached very high values in the active tuberculosis, with a
significant drop during therapy, presenting close to normal values after successful
treatment. Serum and PBMC cytokines also presented very high concentrations in
active PTB, reducing with treatment, but only IFN-y reached normal values. Only
HSV and CRP tests, among those of acute phase response studied, were good

markers of disease activity, although they were nonspecific. Measuring serum
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VEGEF levels seems to be a good marker of PTB activity, making it a useful monitor
of response to antituberculosis treatment. Furthermore, VEGF can be easily assessed
in the serum, what makes it a less invasive and safer marker to reflect the activity of
the disease in PTB patients. Its association with IFN-y, and acute phase CRP and
HSYV tests could increased its specificity as a tuberculosis activity marker detecting
possible cases of resistance to treatment. Further studies with larger casuistics are

needed to confirm the role of VEGF as a marker of PTB activity.

keywords pulmonary tuberculosis, VEGF, activity marker , cytokines, acute-phase

response, anti-tuberculosis treatment.
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Valores de referéncia para as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-B e VEGF e caracterizacio do grupo de doadores de sangue

TNF-o IFN-y IL-10 TGF-p VEGF

Controle Idade Sexo Soro s/ LPS ¢/ LPS Soro s/ PHA c/ PHA Soro s/ LPS c/ LPS SOro s/LPS c¢/LPS SOro
1 31 M 66 84 111 108 121 240 4 10 21 86 92 217 63
2 41 M 117 133 241 174 201 256 10 15 27 104 118 428 126
3 28 M 86 101 204 118 236 304 10 14 20 124 135 613 231
4 38 M 109 118 206 211 226 284 12 21 36 180 230 646 384
5 52 M 96 110 196 244 286 380 19 26 38 204 236 417 276
6 45 M 78 81 104 161 210 309 0 0 5 189 204 417 186
7 48 M 131 166 304 284 306 366 0 6 12 103 142 306 202
8 33 M 121 181 318 142 204 296 6 6 10 85 96 294 101
9 56 M 108 126 274 204 246 322 0 5 12 219 224 587 121
10 31 M 76 86 126 226 294 381 5 15 20 174 201 489 244
11 36 M 93 121 202 290 330 384 5 11 19 113 143 471 291
12 27 M 85 106 218 268 346 381 0 0 7 181 208 481 188
13 43 M 110 120 181 179 206 291 0 5 12 229 242 608 91
14 47 M 81 105 118 210 263 300 10 15 18 116 129 374 163
15 24 M 116 128 231 246 270 296 5 5 10 90 118 349 231
16 25 M 127 190 284 260 284 321 0 7 10 115 201 404 141
17 35 M 80 96 113 124 188 246 0 5 16 134 163 454 138
18 37 M 128 156 206 181 248 296 10 16 29 121 142 484 86
19 36 M 98 121 201 148 181 304 0 0 0 180 221 599 301
20 48 M 135 180 246 261 301 369 0 6 14 138 281 531 284

(G1).

Este grupo possui apenas um momento para a obten¢do dos valores de referéncia
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Valores de TNF-a de G2 (grupo de doentes com tuberculose pulmonar), no soro e
em sobrenadante de PBMC com e sem estimulo, durante o tratamento de TBP.

_ TNF-a
Pacientes M1 M2 M3
PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC
Soro s/estim c/estim soro  s/estim  c/estim SOro s/estim c/estim
1 * 126 218 94 101 148 76 81 121
2 * 630 821 381 411 632 128 149 161
3 400 416 504 378 381 426 348 342 488
4 396 489 526 191 212 311 91 106 214
5 370 381 466 222 240 318 105 120 209
6 540 638 820 286 417 521 184 206 281
7 281 288 361 206 241 355 200 246 361
8 304 317 441 201 294 381 90 98 162
9 436 540 620 303 320 444 104 110 126
10 202 321 488 320 331 492 311 320 484
1 318 488 580 204 231 417 121 143 201
12 * 188 236 417 161 216 384
13 501 617 741 316 421 494 *
14 186 287 318 171 191 231 108 148 216
15 516 620 788 217 246 291 111 98 161
16 791 804 981 430 304 447 189 214 388
17 248 239 207 380 118 104 189
18 408 388 408 608
19 482 510 584 303 621 786 209 273 584
20 505 544 680 480 310 394 471 410 511
21 380 410 495 270 281 386 141 183 214
22 212 303 391 200 284 291 185 180 204
23 642 689 804 421 517 610 222 286 301
24 516 480 489 521
25 394 381 364 417 *
26 380 402 630 342 520 849 201 410 510
27 630 710 804 481 610 780 232 441 520
28 408 510 600 310 401 330
29 534 581 710 417 431 701 214 221 536
30 456 630 641 321 416 506
31 286 304 417 242 263 407 104 121 221
32 346 401 491 * *
33 561 726 910 706 819
34 522 411 630 774 222 444 622
35 274 260 282 396 172 192 307
36 303 390 630 292 361 587 *
37 780 841 899
38 423 446 804 317 388 520 187 204 266
39 380 418 620
40 246 417 710
41 293 330 441
42 323 417 521

M1= antes do tratamento

M2= trés méses apds o tratamento

M3= final do tratamento



137

Apéndices

P e

Apéndice 3
Valores de IFN-y de G2 (grupo de doentes com tuberculose pulmonar), no soro e em
sobrenadante de PBMC com e sem estimulo, durante o tratamento de TBP

IFN-y
Pacientes M1 M2 M3
PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC
SOro s/estim c/estim soro s/estim  c/estim soro  s/estim c/estim

1 * 418 547 485 516 610 420 421 584
2 * 314 416 196 216 288 158 180 248
3 300 321 387 211 217 246 191 208 221
4 274 286 346 306 320 481 161 210 281
5 402 480 561 278 307 316 174 186 241
6 294 327 418 108 218 264 194 204 222
7 620 817 981 670 789 896 480 511 704
8 154 210 384 160 181 294 88 111 139
9 331 418 526 204 217 340 109 140 209
10 617 646 780 631 651 774 586 591 762
11 670 680 720 514 581 619 204 288 431
12 * 236 248 281 207 381 490
13 676 825 990 420 630 671 *

14 817 904 1060 630 788 861 321 216 417
15 320 481 517 304 386 417 281 290 310
16 329 342 407 210 286 330 186 206 387
17 387 246 263 304 180 249 263
18 300 311 401 487

19 630 681 746 446 488 518 186 204 293
20 688 704 863 421 361 394 306 341 381
21 740 826 866 610 810 911 404 611 704
22 789 801 926 741 781 900 462 443 718
23 417 486 720 310 341 611 236 281 340
24 404 306 424 381
25 604 636 717 557 *
26 708 733 994 611 707 816 330 488 720
27 401 463 581 210 241 304 120 180 246
28 810 826 896 680 721 788
29 610 640 761 500 618 710 237 341 404
30 320 431 499 210 241 288
31 536 584 617 481 500 581 236 318 407
32 301 362 480 * *
33 749 910 1121 846 997
34 327 249 256 304 187 209 196
35 820 782 811 904 647 788 866
36 691 756 910 572 621 827 *
37 401 422 788
38 710 794 918 320 410 444 204 249 301
39 681 692 776
40 420 518 804
41 361 406 580
42 420 610 688

M1= antes do tratamento
M2= trés méses apbs o tratamento
M3-= final do tratamento
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Apéndice 4

Valores de IL-10 de G2 (grupo de doentes com tuberculose pulmonar), no soro e em
sobrenadante de PBMC com e sem estimulo, durante o tratamento de TBP

IL-10
Pacientes M1 M2 M3
PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC
SOro s/estim c/estim SOro s/estim c/estim SOro s/estim c/estim
1 * 20 36 10 10 18 10 10 21
2 * 56 88 12 26 46 10 10 21
3 69 81 97 72 78 104 50 75 98
4 48 59 76 28 55 68 5 46 65
5 22 38 56 9 16 26 6 8 17
6 24 37 61 16 26 44 13 15 21
7 71 84 101 56 69 88 31 46 60
8 21 36 44 9 16 26 5 5 10
9 32 38 61 12 16 27 10 10 15
10 28 42 68 32 44 72 30 41 68
11 3 46 73 20 33 56 9 16 24
12 * 56 61 86 26 33 51
13 78 104 196 51 44 63 *
14 87 101 136 56 77 81 21 33 63
15 76 88 96 68 63 81 48 54 61
16 79 104 138 56 62 86 40 48 61
17 41 26 33 76 11 22 38
18 74 63 76 101
19 57 63 81 19 44 51 10 20 36
20 44 51 77 22 29 26 18 26 21
21 61 74 88 43 46 62 22 31 44
22 36 45 59 33 41 50 26 34 77
23 41 49 73 31 41 60 16 22 44
24 37 24 31 16
25 46 34 41 21 *
26 51 66 84 30 42 61 11 21 44
27 39 51 74 20 31 34 10 10 10
28 56 63 86 40 52 62
29 76 83 94 42 70 76 22 31 33
30 42 49 63 39 40 61
31 46 51 74 44 46 70 23 30 54
32 77 81 96 * *
33 63 88 94 74 87
34 48 33 44 51 30 34 47
35 52 44 46 51 40 41 48
36 54 55 88 47 48 71 *
37 76 106 149
38 29 46 84 24 31 40 18 22 26
39 40 51 73
40 35 49 72
41 39 43 63
42 61 74 89

M1= antes do tratamento
M2= trés méses apos o tratamento
M3= final do tratamento
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Apéndice 5

Valores de TGF-B de G2 (grupo de doentes com tuberculose pulmonar), no soro e em
sobrenadante de PBMC com e sem estimulo, durante o tratamento de TBP

TGF-p
Pacientes M1 M2 M3
PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC
SOro s/estim c/estim SOro s/estim c/estim SOro s/estim c/estim
1 * 885 1121 418 544 863 231 364 505
2 * 788 940 346 381 617 222 240 388
3 817 944 1022 710 874 991 621 792 903
4 487 630 820 259 426 517 121 184 242
5 301 390 518 213 261 404 106 186 321
6 418 533 728 211 318 646 148 204 334
7 680 689 794 421 504 596 341 401 477
8 443 508 721 309 346 536 210 303 399
9 580 630 817 303 410 630 187 216 240
10 212 218 468 231 230 480 226 230 472
11 487 518 786 346 384 651 206 291 330
12 * 520 680 816 246 417 522
13 681 720 842 304 444 581 *
14 284 340 641 181 280 410 101 220 313
15 518 588 789 320 621 781 204 289 996
16 560 746 904 381 661 823 180 237 441
17 349 301 440 721 221 386 534
18 517 456 488 789
19 611 804 1016 414 798 874 316 448 506
20 411 517 388 420 680 374 391 549
21 630 820 1120 410 710 940 236 301 717
22 381 536 817 352 533 781 349 521 662
23 506 536 880 310 388 610 204 241 440
24 436 484 617 411
25 488 600 689 320 *
26 518 880 1031 504 717 930 300 420 680
27 508 610 694 342 421 517 231 340 356
28 611 642 881 504 543 620
29 704 794 939 617 649 717 304 387 390
30 581 633 963 484 594 892
31 492 630 942 480 633 894 234 418 522
32 706 756 917 * *
33 804 1010 1110 906 984
34 448 392 412 507 320 296 480
35 630 577 589 789 491 464 640
36 520 563 817 417 472 707 *
37 617 641 918
38 331 400 621 210 311 384 118 216 177
39 449 630 908
40 361 380 721
41 455 583 704
42 601 840 1010

M1= antes do tratamento
M2= trés méses apos o tratamento
M3= final do tratamento
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Valores de VEGF sérico de G2 (grupo de doentes com tuberculose pulmonar).
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VEGF sérico

Paciente M1 M2 M3
1 * 276 181
2 * 586 306
3 788 621 610
4 423 206 174
5 510 301 189
6 477 386 132
7 612 414 374
8 488 321 134
9 748 313 181
10 423 410 392
11 826 513 240
12 * 487 321
13 790 421 *
14 417 326 281
15 926 781 363
16 889 521 281
17 517 262 184
18 674 590
19 826 562 211
20 613 407 394
21 396 384 214
22 421 392
23 708 418 210
24 717 682
25 489 476 *
26 440 310 181
27 956 704 440
28 742 718
29 780 626 289
30 721 681
31 381 280
32 630 * *
33 618
34
35
36 366 * *
37 744
38 361 210
39 481
40 400
41 480
42 408

M1= antes do tratamento
M2= trés méses apds o tratamento
M3= final do tratamento
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Valores de VHS do grupo de doentes com tuberculose pulmonar (G2)
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VHS

Paciente M1 M2 M3
1 * % * % 40
2 44 10 >
3 20 37 15
4 23 ** 2
5 14 * 1
6 51 41 27
7 48 * %k * %
8 54 19 14
9 35 33 34
10 13 ** 18
11 21 15 1
12 55 55 b
13 50 45 o
14 71 14 7
15 40 18 16
16 90 35 14
17 56 30 5
18 11 5 **
19 11 5 5
20 38 28 *
21 11 9,5 5
22 51 10 5
23 82 11 7,5
24 52 7 >
25 8 5 >
26 26 5 7
27 115 35 17
28 88 49 >
29 8 6 5
30 45 17 >
31 60 8 >
32 77 *k *k
33 123 21 **
34 90 48 >
35 79 9 5
36 10 7 o
37 121 o >
38 140 14 25
39 1 6 * % * %
40 28 * % * %
41 45 * % * %
42 99 * % * %

Valor de referéncia: Homem: até 10 mm/h ; Mulher: até 20 mm/h
M =antes do tratamento; M2= aos trés meses; M3= ao final do tratamento anti-tuberculose.

** dado ndo disponivel.
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Apéndice 8

Valores de a-1 glicoproteina dcida (al-GPA) do grupo de doentes com tuberculose
pulmonar (G2)

o -1 glicoproteina acida

Paciente M1 M2 M3
1 b 13,2 39
2 236 33 36
3 205 93 88,3
4 126 41,8 56,4
5 157,4 58 51
6 152 48,5 70
7 128 105,1 70,6
8 87 79 91
9 35 115 45

10 79 78,2 67
11 110 63,4 73
12 134 72 >
13 157 25 >
14 174 39 41
15 49 124 81
16 99 60 52,1
17 134 146 129
18 87 > 36
19 87 30 33,2
20 203 82 101,2
21 49 34 48
22 100 158 >
23 110 48 40,4
24 52 135 >
25 61 61 >
26 116 88 37,9
27 168 132 53,9
28 207 127 >
29 89 46 33,7
30 118 42 >
31 26 12 >
32 187 b b
33 171 b b
34 176 99 >
35 190 21 >
36 113 > >
37 175 b b
38 108 70 >
39 93 *% *%
40 65 *% *%
41 190 *x >
42 187 ** **

Valor de referéncia: Homem: 50 -130 g/dl ; Mulher: 40 — 120 g/dl
M =antes do tratamento; M2= aos trés meses; M3= ao final do tratamento anti-tuberculose.
** dado ndo disponivel.
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Valores de Proteina C-reativa (PCR) do grupo de doentes com tuberculose pulmonar (G2)

Proteina C reativa

Paciente M1 M2 M3
1 1,3 1,3
2 13,1 1,7 0,2
3 9 3,4 1,1
4 0 0,1
5 8,5 0,3 0
6 9 1,5 0,3
7 9 2,1 0,5
8 4,3 0 0
9 3,5 0,7 0,2
10 1,1 1,2 0,1
11 3,4 1,2 1
12 11,3 3,9 b
13 17,8 19 b
14 3,9 0,4 0
15 0,8 0,5 0
16 3,8 3,5 0,2
17 2,3 1,4 0
18 0,9 o 0,1
19 0,4 0,1 0
20 2,7 1,2 1,5
21 0,5 0,3 0
22 2,4 0,4 >
23 4,7 0,2 0,2
24 0,1 1,9 *
25 0,7 0,2 **
26 2,3 0,6 0,5
27 3,8 2,8 0,1
28 16,6 2,1 **
29 0,8 0,3 0,1
30 0,7 0,1 o
31 1,3 0,1 *%
32 5,8 o >
33 2,4 o >
34 7.1 2,3 o
35 3 0,1 o
36 4,2 o **
37 18 o **
38 17,4 0,1 >
39 3,7 o b
40 0,8 o b
41 7,2 o o
42 7.1 o **

Valor de referéncia: < 1,00 g/dl

M =antes do tratamento; M2= aos trés meses; M3= ao final do tratamento anti-tuberculose.

** dado ndo disponivel.
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Valores de Proteinas totais (PT) do grupo de doentes com tuberculose pulmonar (G2)
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Proteina totais

Paciente M1 M2 M3
1 8,2 6,5 6,8
2 7,81 7,4 7,7
3 7,4 7,8 7.8
4 7,7 6,2 8.4
5 7,6 7.8 7,9
6 7,2 8,5 7,7
7 6,9 7 7,7
8 8,8 8,8 8
9 8,2 8,8 8,1
10 8.4 7,6 8,5
11 8,4 7,3 6,4
12 6,8 9,3 wk
13 5,5 6,9 Hk
14 8,8 7.4 7,4
15 8,2 7,7 7,9
16 8,3 8,1 8,6
17 9,6 8,3 7,9
18 8,4 ol 8,3
19 7,4 7,6 7,6
20 8,4 7,2 7,8
21 6,7 6,5 7,2
22 8 7.4 Hk
23 7,9 7,1 7,1
24 2,3 8,3 ok
25 7,5 7,6 Hk
26 7,5 7,2 5,9
27 7.8 7,3 8,3
28 73 7,6 Hk
29 8,7 7,6 8.4
30 7,5 7,3 Hk
31 8,2 7,5 Hk
32 8’2 skek skek
33 7’9 K3k K3k
34 7,8 8 ok
35 6,1 7,1 Hk
36 7’1 K3k K3k
37 7.4 Hok Hok
38 7,5 7,5 Hk
39 7,9 wk wk
40 7,4 ok ok
41 9,6 wk wk
42 7,3 wk wk

Valor de referéncia: 6,3 a 8,2 g/dl

M =antes do tratamento; M2= aos trés meses; M3= ao final do tratamento anti-tuberculose.

** dado ndo disponivel.
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Valores de Globulina do grupo de doentes com tuberculose pulmonar (G2)
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Globulina

Paciente M1 M2 M3
1 4.8 4 4,2
2 4,6 3,7 3,7
3 4 3,4 3,4
4 3,4 2,6 3,3
5 3,9 3,4 3
6 3,8 4.1 3,3
7 4 4 3,5
8 5,1 3,5 3,3
9 4,9 4.6 3,8
10 3,8 3,1 3,6
11 4,7 3,3 2,8
12 4,3 55 b
13 3,4 4,6 b
14 4,2 3,4 3,1
15 3,3 3,3 3,3
16 4,2 4 3,8
17 4.4 4 3,5
18 3,9 3,3 b
19 3,2 3,4 3,4
20 3,8 3,1 4
21 1,8 2,7 3,3
22 3,9 3,5 **
23 3,5 2,9 2,6
24 1,5 3,5 o
25 2,9 2,8 **
26 3,6 3 3,6
27 4.1 3,6 4,2
28 3,4 3,1 >
29 3,7 3,4 4.1
30 3,8 4,1 **
31 4,2 3,6 o
32 4,2 o o
33 4.4 o o
34 3,8 3,4 b
35 3,5 3,1 b
36 3,5 o b
37 3,2 o b
38 4,1 3,3 *%
39 3,8 o b
40 3,6 o b
41 4.1 o o
42 3,6 * **

Valor de referéncia: 2,8 a 3,2 g/dl

M =antes do tratamento; M2= aos trés meses; M3= ao final do tratamento anti-tuberculose.

** dado ndo disponivel.
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Valores de Albumina do grupo de doentes com tuberculose pulmonar (G2)
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Albumina
Paciente M1 M2 M3
1 3,4 2,5 2,6
2 3,21 3,7 4
3 3,4 4,4 4.4
4 4,3 3,6 2,1
5 3,9 4.4 4,9
6 3,4 4.4 4.4
7 2,9 3 4,2
8 3,7 5,3 4,7
9 3,3 4,2 4,3
10 4,6 4,5 4,9
11 3,7 4 3,6
12 2,5 3,8 b
13 2,1 2,3 b
14 4.6 4 4,3
15 4,9 4,4 4,6
16 41 4.1 4,8
17 52 4,3 4.4
18 4,5 5 b
19 4,2 4,2 4,2
20 4,6 4.1 3,8
21 4.9 3,8 3,9
22 41 3,9 o
23 4,4 4,2 4,5
24 0,8 4,8 o
25 4.6 4,8 **
26 3,9 4,2 3,3
27 3,7 3,7 4.1
28 3,9 4,5 **
29 5 4,2 4,3
30 3,7 4,2 o
31 4 3,9 o
32 4 * % * %
33 3,5 o o
34 4 4,6 b
35 2,6 4 b
36 3,6 o b
37 3,2 o b
38 3,4 4,2 o
39 4,1 *k **
40 3,8 *%k *%k
41 5,4 o o
42 3,7 * **

Valor de referéncia: 3,5 a 5,0 g/dl

M =antes do tratamento; M2= aos trés meses; M3= ao final do tratamento anti-tuberculose.

** dado ndo disponivel.
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Anexo 1

ava
] atatad Universidade Estadual Paulista
ar
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubigo Junior, s/n® - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 381 1-6143 Registrado no Ministério da Satide em 30 de
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp br abril de 1997

Botucatu, 05 de dezembro de 2.005 OF. 430/2005-CEP

ustrissima Senthora

Prof.® Dr* Jussara Marcondes Machado

Departamento de Doengas Tropicais e Diagndsto por Imagem
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr* Jussara,

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa “Avaliagdo
do tratamento anti-tuberculose, pela determinagdo do perfil de citocinas e do fator de
crescimento endotelial vascular”, de autoria de Sonia Maria Uso Ruiz Silva, orientada por
Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favordavel, aprovado em reuniéo de 05 de dezembro
de 2.005.

Situagdo do Projeto: APROVADO.

Alberto Santos Capelluppi \
Secretario do CEP \
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Anexo 2

UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU - FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE DOENCAS TROPICAIS E DIAGNOSTICO POR IMAGEM
Botucatu-SP Distrito de Rubido Junior CEP 18618-000 PBX (014) 8212121 R: 2212 FAX (014) 8212711

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A tuberculose atinge cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo. A bactéria que causa a
doenca sai do doente quando ele tosse, fala ou espirra contaminando outras pessoas. O diagnéstico é
feito pelo exame de escarro ou raio-x de pulmao. Com o tratamento, o doente fica curado. Assim, é
importante acompanhar esse tratamento para ver como o paciente estd reagindo.

Nesta pesquisa, denominada “Avaliacdo do tratamento anti-tuberculose, pela
determinacao do perfil de citocinas e do fator de crescimento endotelial vascular”’, vamos
estudar substancias do sangue, que estdo aumentadas antes do tratamento, mostrando que a doenga
estd em atividade, e vao diminuindo 2 medida que o doente vai se curando. Assim podemos saber
se o tratamento estd fazendo o efeito desejado.

Para isso, € necessédrio colher 20 ml (2 colheres de sopa) de sangue, antes do inicio do
tratamento, no 3° e 6° més de tratamento da tuberculose, com material estéril e descartavel, no local
onde os pacientes normalmente sdo atendidos para o diagndstico da doenca.

Tendo sido satisfatoriamente informado sobre o projeto, sob a responsabilidade da
biomédica Sénia Maria Usé Ruiz Silva e da médica Dra Jussara Marcondes Machado do
Departamento de Doencas Tropicais e Diagndstico por Imagem, da UNESP de Botucatu, declaro
que concordo em participar do mesmo.

Sei que a participacdo no estudo ndo trard risco algum para minha satde, pois a quantidade
de sangue necessdria para realizar os testes € pequena, € o material utilizado para a coleta € estéril e
descartdvel. Também estou ciente de que os resultados dos exames serdo utilizados somente pelas
pesquisadoras, que estardo disponiveis para responder a quaisquer perguntas. Sei, ainda, que
poderei retirar este consentimento a qualquer tempo, sem que isso prejudique futuros atendimentos
em qualquer dependéncia desta unidade.

Assinatura do paciente ou responsavel

DECLARACAO:
Declaro que o presente projeto de pesquisa foi explicado em detalhes ao paciente
Sr.(a)

Assinatura da biomédica responsavel pela explicagdo.

Sénia Maria Uso Ruiz Silva Bauru, de 2005
Rua Joaquim Fidelis 7-65 Vila universitaria

CEP: 17012-180 — Bauru-SP

Fone(14) 3103-5873
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Anexo 3

UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU - FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE DOENCAS TROPICAIS E DIAGNOSTICO POR IMAGEM
Botucatu-SP Distrito de Rubido Junior CEP 18618-000 PBX (014) 8212121 R: 2212 FAX (014) 8212711

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para o Grupo Controle

Vocé estd sendo convidado a participar, como Grupo Controle de individuos
normais, do projeto de pesquisa: “Avaliacdo do tratamento anti-tuberculose, pela
determinacao do perfil de citocinas e do fator de crescimento endotelial vascular”.
Nesse projeto, vamos estudar proteinas do sangue, que tém valores altos antes do
tratamento, mostrando que a doenca estd em atividade, e vdo diminuindo a medida que o
doente vai se curando. Assim podemos saber se o tratamento estd fazendo o efeito desejado.

Necessitamos de individuos sauddveis, como € o seu caso, para podermos comparar
os valores das proteinas encontradas no seu soro com o dos pacientes.

Para isso, € necessario colher 20 ml (2 colheres de sopa) de sangue, uma tnica vez,
com material estéril e descartavel.

Tendo sido satisfatoriamente informado sobre o projeto, sob a responsabilidade da
biomédica So6nia Maria Us6 Ruiz Silva e da médica Dra Jussara Marcondes Machado do
Departamento de Doencas Tropicais e Diagnéstico por Imagem, da UNESP de Botucatu,
declaro que concordo em participar do mesmo.

Sei que a participag@o no estudo ndo trard risco algum para minha sauide, pois a
quantidade de sangue necessdria para realizar os testes € pequena, e o material utilizado
para a coleta ¢ estéril e descartdavel. Também estou ciente de que os resultados dos exames
serdo utilizados somente pelas pesquisadoras, que estardo disponiveis para responder a
quaisquer perguntas. Sei, ainda, que poderei retirar este consentimento a qualquer tempo,
sem que isso prejudique futuros atendimentos em qualquer dependéncia desta unidade.

Assinatura do paciente ou responsavel

DECLARACAO:
Declaro que o presente projeto de pesquisa foi explicado em detalhes ao paciente
Sr.(a)

Assinatura da biomédica responsavel pela explicagao.

Sénia Maria Uso Ruiz Silva Bauru, de 2005
Rua Joaquim Fidelis 7-65 Vila universitaria

CEP: 17012-180 — Bauru-SP

Fone(14) 3103-5873



Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

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

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

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

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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