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BATISTA, Marilda Casela. Perfil de citocinas de individuos com diagnostico de
Tuberculose infeccao latente e a antigenos de Mycobacterium tuberculosis no
QuantiFERON®-TB Gold In Tube- Cellestis Limited, Carnegie, Australia. Salvador,
2011. 89f. Dissertagéo (Mestrado) — Instituto de Ciéncias de Saude, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2011.

RESUMO

A tuberculose continua sendo um grave problema social e de saude publica. O
diagnoéstico da tuberculose, em seus estagios iniciais, e da tuberculose, infeccéo
latente, pode contribuir para o controle da doenca. Novos métodos, conhecidos
como IGRA, detectam a infeccéo tuberculosa latente, medindo interferongama em
resposta a liberagdo de antigenos presentes no complexo Mycobacterium
tuberculosis, mas ausente na vacina BCG e em micobactérias saprofitas. Estudos
vém demonstrando uma possivel superioridade na especificidade desses testes em
relacdo ao teste tuberculinico (PPD). O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de
citocinas de individuos com diagndstico de Tuberculose infeccao latente e os
antigenos de Mycobacterium tuberculosis no QuantiFERON®-TB Gold Test In Tube-
Cellestis Limited, Carnegie, Austrélia (QFT-IT). Os niveis plasméaticos das citocinas
interferon-gama (IFN-y), foram avaliados com o método ELISA do kit
QuantiFERON®-TB Gold Test In Tube, enquanto que os de fator de necrose tumoral
(TNF), fator de transformacao do crescimento beta (TGF-B) e interleucina-12/23 (IL-
12/23) foram quantificados pelo método de ELISA (Duo-Set-R&D Systems-USA) nos
grupos estudados. Cerca de 30% dos individuos do grupo controle foram
responsivos, produzindo IFN-y, quando estimulados com os antigenos especificos
do Mycobacterium tuberculosis (Mtb). No grupo latente, 29% dos individuos ficaram
abaixo do cut-off do kit QFT-IT. Individuos do grupo tuberculose em tratamento
responderam menos aos antigenos de Mtb, quando comparados com grupo sem
tratamento. A producdo de TGF-B foi elevada em todos os grupos. Em individuos
com tuberculose sem tratamento, a producdo mostrou-se elevada em relacdo ao
grupo de individuos com tuberculose em tratamento. Os niveis de TNF dos
individuos com tuberculose sem tratamento foram menores em comparacdo aos
grupos controle e latente, ratificando dados anteriores sobre a importancia desta
citocina na formagdo e manutencdo do granuloma. Observou-se também que a
resposta a fitohemaglutinina (PHA) nado difere significativamente entre os grupos,
porém o grupo latente apresentou resposta mais baixa. A citocina IL-12/23 nao foi
detectada nos grupos estudados. O indice de estimulo entre o TST e o QFT-IT
mostrou uma concordancia moderada (0,6) pelo indice kappa. Os resultados obtidos
sugerem que, em nossa populacéo vacinada e endémica, esses antigenos nao séo
bons preditores de doenga, portanto mais estudos sdo necessarios para avaliar a
resposta celular utilizando o QFT-IT em nossa populagéo.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis. Citocinas. QuantiFERON® TB Gold In
Tube. IFN-y. TGB-B. TNF. Teste Cutaneo da Tuberculina. PPD.
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Tuberculosis and Tuberculosis infections latent antigens of Mycobacterium
tuberculosis in QuantiFERON® TB Gold In Tube. Cellestis Limited, Carnegie,
Australia. Salvador, 2011. 89f. Theses (Master’'s Degree) — Institute of Health
Sciences, Federal University of the Bahia, Salvador, 2011.

ABSTRACT

Tuberculosis remains a serious social and public health problem. The diagnosis of
tuberculosis in its early stages and latent tuberculosis infection may contribute to
infection control. New methods, known as IGRAS, detect latent tuberculosis infection
by measuring interferon-gamma (IFN-y) release in response to antigens present in
Mycobacterium tuberculosis complex but missing in BCG vaccine and most of
saprophytics mycobacterias. Studies have shown a possible superiority in specificity
of IGRAs in relation to the tuberculin skin test (TST). Objective: To evaluate the
cytokine profile from persons diagnosed with tuberculosis and latent infection to
antigens of Mycobacterium tuberculosis in the QuantiFERON ®-TB Gold in tube test-
Cellestis Limited, Carnegie, Australia (QFT-IT). Methods: Plasma levels of cytokines
interferon-gamma (IFN-y) were evaluated by ELISA kit QuantiFERON ®-TB Gold test
- IT, while those of tumor necrosis factor (TNF), transforming growth factor beta
(TGF-B) and interleucina-12/23 (IL-12/23) were quantified by ELISA (Duo-Set, R & D
Systems, USA) in all groups. Results: about 31% of individuals from the control
group were responsive, producing IFN-y when stimulated with specific antigens of
Mycobacterium tuberculosis (MTB). In the latent group, 29% of individuals were
below the cut-off of the kit. Individuals in TB treatment’s group responded less to Mtb
antigens compared with the untreated group. The production of TGF- was high in all
groups. In the group of untreated TB the production was in the range while in the
group of TB in treatment. The levels of TNF from untreated TB individuals were lower
compared to the control and latent groups, confirming previous data about the
importance of this cytokine in the formation and maintenance of granuloma. It was
also observed that the response to phytohemagglutinin (PHA) did not differ
significantly between groups, but the latent group showed lower response. 1L-12/23
cytokine was not detected in both groups. The index stimulation between the TST
and QFT-IT showed a moderate agreement (0.6) by kappa index. Conclusion: The
results suggest that in our vaccinated population these antigens are not good
predictors of disease, so more studies are needed to evaluate the cellular response
by using the QFT-IT in our vaccination and endemic population.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. QuantiFERON ® TB Gold in Tube
cytokines. IFN-y. TGB-B. TNF. Specificity of the Skin Test with the Purified Protein
Derivative (PPD).OK
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A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada principalmente
pelo Mycobacterium tuberculosis — pertencente ao complexo Mycobacterium
tuberculosis que inclui Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum e
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A transmissédo ocorre fundamentalmente por via
aérea e atinge principalmente os pulmdes, podendo atingir outros érgaos e tecidos.
A distribuicdo da doenca € mundial. E, a partir de 1981, com o surgimento da
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS), observa-se, tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento, um crescente aumento de
casos da doenca com grande impacto em saude publica (BRASIL, 2002).

Estima-se que uma pessoa com Tuberculose ativa, bacilifera, que elimina
bacilos para o meio exterior, possa infectar de 10 a 15 pessoas por ano na
comunidade com a qual mantém contato. Além disso, 0 risco de contactantes
proximos é de 5 a 20% e o de contactantes casuais de 0,2 a 2,0% (SOUZA e
VASCONCELOS, 2005). A maioria dos individuos saudaveis, exposta ao bacilo, €
capaz de combater a doenca por meio do sistema imune, porém, em alguns
individuos, permance uma infeccdo latente (Tuberculose infeccdo latente),
assintomatica que pode persistir por anos ou sofrer reativacdo e transformar-se em
tuberculose ativa. Portanto, o diagndstico na fase inicial aliado ao tratamento podem
contribuir para o controle da tuberculose infecgéo latente.

A vacina BCG, utilizada desde 1921, apresenta controvérsias quanto ao seu
efeito protetor (PEREIRA et al., 2007). Os métodos diagnosticos utilizados
apresentam problemas como: a cultura que requer um longo tempo de incubacéo, a
baciloscopia e o PPD que apresentam baixa sensibilidade.

Novas técnicas para o diagnéstico da TB em menos tempo e com alta
sensibilidade e especificidade vém sendo avaliados, como os métodos de biologia
molecular e a pesquisa de citocinas nos ensaios de imunodiagnostico, os chamados
ensaios para deteccao de interferon-gama (Interferon-Gamma Release Assay - IGRA).

Um desses testes novos testes é 0 QuantiFERON-TB® Gold Test (Método in-
tube - QFT-IT) ja utilizado nos paises desenvolvidos, mas ainda ndo padronizado no
Brasi. Em 2010 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria liberou sua
comercializacdo para pesquisa. O QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT- IT) é um
teste para diagndstico in vitro que utiliza um cocktail de peptidios simulando as
proteinas ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4), a fim de estimular as células no sangue

total heparinizado. A deteccdo de Interferon-gama (IFN-y) pelo Ensaio de
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Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) € usada para identificar respostas in vitro a
estes peptidios antigénicos, o0s quais estdo associados a infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis. QuantiFERON®-TB Gold IT € um teste indireto a
infeccéo por M. tuberculosis (incluindo a doenca) e deve ser usado em conjunto com

a avaliacdo de riscos, a radiografia e outras avaliagcbes médicas e de diagndstico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 ATUBERCULOSE NO MUNDO E NO BRASIL

A tuberculose continua a merecer especial atencédo dos profissionais de saude e
da sociedade, exigindo o desenvolvimento de estratégias para 0 seu controle,
considerando aspectos humanitarios, econdémicos e de saude publica. Diante de tais
fatos, a OMS declarou a TB como emergéncia mundial. Visando o combate da TB foi
lancada, em 2000, a Parceria Global para Combater a Tuberculose (Global
Partnership to Stop TB), que inclui varias organizagdes e instituicdes mundiais. Entre
as estratégias de controle temos: o tratamento supervisionado de curto prazo (DOTS),
multirresisténcia a medicamentos, pesquisa sobre novas vacinas, novos métodos
diagnosticos e farmacos (World Health..., 2009; PNCT, 2010; STOP-TB, 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) prioriza 22 paises que representam
80% da carga mundial de TB, sendo o Brasil um deles. Em 2007, o Brasil notificou
72.194 casos novos, correspondendo a um coeficiente de incidéncia de 38/100.000
habitantes. Destes, 41.117 foram baciliferos (casos com baciloscopias de escarro
positiva), apresentando um coeficiente de incidéncia de 41/100.000 habitantes. Em
consequéncia da TB, ocorrem 2,5 mil mortes por ano e ela representa 72 causa em
custos com internagcdo no SUS por doenca infecciosa e a 12 causa de morte em
pacientes com Sindrome da imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Estes indicadores
colocam o Brasil na 192 posicdo em relacdo ao nimero de casos e na 104® posicao
em relagdo ao coeficiente de incidéncia (INCT 2009; BRASIL, 2009). Na Bahia, a
incidéncia de TB é de 6.000 casos/ano e em Salvador 2.500 casos/ano (PCT-BA,
2009). A dispersédo e a concentracdo da tuberculose no mundo por Unidades da

Federacgéo (UF) e capitais do Brasil podem ser visualizadas nas figuras 01, 02 e 03.



Figura 1 — Mapa de distribuicdo da tuberculose no mundo.

The 22 High Burden Tuberculosis (TB)
Countries (HBCs), 2010

HBCs account for 80% of all TB cases in the world

SOURCE: Kaiser Family Foundation, www.GlobalHealthFacts.org, based on WHO, Global tuberculosis control, 2010.

Fonte: Wold Healrh Organization, Global Tuberculosis Control, 2011.

Figura 2 — Taxa de incidéncia da tuberculose por Unidades da Federacéo, Brasil.

Incidéncia de TB por UF. Brasil, 2009*.
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Figura 3 — Taxa de incidéncia da tuberculose por capitais, Brasil.

Incidéncia de TB por capitais. Brasil, 2009*.
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2.2 AGENTE ETIOLOGICO

As micobactérias pertencem a ordem dos Actinomyces, sub-ordem
Corynebacteriaceae, familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. O
Mycobacterium tuberculosis € um patdgeno intracelular facultativo, aerébio
obrigatério de crescimento lento (16 a 24 horas) que pode se multiplicar dentro dos
macrofagos e em outras células do organismo humano. Possui uma capsula que o
protege de agentes quimicos e infecta preferencialmente os pulmdes. E destruido
por agentes fisicos como o calor, raios ultravioleta da luz solar e radiacdes
ionizantes — e ndo sobrevive por muito tempo no meio externo. Caracteriza-se por
ser um bacilo reto, fino, ndo formador de esporo, flagelo e toxina. Mede de 1 a 4 um
de comprimento por 0,2 a 0,6 um de diametro e é dependente do pH do meio,
disponibilidade de nutrientes e de oxigénio. A baixa replicacdo explica a tendéncia a
cronicidade (TEIXEIRA et al., 2007). O envelope do Mtb é constituido por membrana
plasmatica, capsula e parede celular. A parede celular é importante para a
viabilidade da micobactéria e confere resisténcia a desidratagédo, protecdo a acao de

agentes quimicos e a sobrevivéncia por anos no granuloma formado no hospedeiro.
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A parede celular das micobactérias € constituida principalmente por um complexo de
acidos micdlicos, arabinogalactanas e peptideoglicano, glicopeptideos, como a
lipoarabinomanana, ancorados a membrana plasmatica que constituem uma barreira
periférica hidrofébica que retém a fuccina durante a coloracéo de Ziehl Neelsen. Os
acidos micdlicos (acidos graxos de cadeias longas) parecem ser o suporte molecular
do &lcool-acido resisténcia (BAAR). Os glicopeptideos induzem a formacdo da
necrose caseosa e podem estar envolvidos na viruléncia das diferentes espécies de
micobactérias. A micobactéria possui numerosos antigenos capazes de induzir

diferentes respostas imunologicas (ARAUJO, 2008).

2.2.1 Principais Proteinas do Mycobacterium Tuberculosis

Com o sequenciamento do genoma do Mtb H37Rvem (1998) e a definicao de
regibes que codificam antigenos especificos, foram encontradas novas proteinas
gue podem contribuir para um melhor entendimento da patogenicidade, viruléncia e
mecanismo de evasdo do bacilo. Essas regides sdo conhecidas como regides de
diferenca (RDs), tendo sido caracterizadas 16 RDs (COLE et al, 1998). Essas
proteinas sdo secretadas pelo Mtb e tém a capacidade de estimular a resposta do
hospedeiro. Dentre essas proteinas temos: Culture Filtrate Proteins 10 KDa (CFP-
10) e Early Secreted Antigenic Target 6 KDa (ESAT-6. Esses antigenos séo
codificados na regido RD-1 do gene de espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis e ndo sédo encontrados na cepa vacinal do Mycobacterium bovis (BCG)
ou em outras espécies de micobactérias do meio ambiente exceto Mycobacterium
(M) kansasii, M. marinum e M.szulgai. (SINGH et al., 2006; WANG et al., 2009).0
CFP-10 do Mtb possui uma grande capacidade de induzir resposta imune mediada
por células T. Esse complexo protéico pode se ligar a superficie dos macrofagos e
estimular a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como o Fator de Necrose
Tumoral (TNF). Ao contrario de outras proteinas secretadas pelo Mtb, o CFP-10
tende a estabelecer uma sinergia com o INF-y com producdo de agentes
microbicidas do fagécito mononuclear, como o éxido nitrico (GUO S. et al., 2010).

O ESAT-6 estimula células T ao induzir um aumento na producdo de INF-y
principalmente na primeira fase da doenca e também estd ausente no gene do

Mycobacterium bovis (BCG). Os antigenos ESAT-6 e CFP-10 também sédo usados
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em testes imunodiagndsticos como QuantiFERON®-TB Gold TEST IT- e ELISPOT
(MATULIS et al.,2007, GANGULY N. et al., 2008).

Outras proteinas ndo codificadas na RD-1 séo reconhecidas por anticorpos de
individuos com tuberculose, como o antigeno HeatShock protein (HspX Rv2031c)
codificado na regido génica Acr; a proteina alfa cristalina que € uma proteina de
choque térmico com peso molecular de 16 KDa; o complexo antigénico 85 (Ag 85)
proteinas MPT 64 (26 KDa) e MPT 64 (26KDa), lipoproteina (19KDa) (ANDERSEN
et al.,, 2000) e o antigeno 38 KDa, um dos antigenos mais estudados, contém
epitopos de uma lipoproteina secretada que sdo especificos do complexo Mtb
(ARAUJO et al, 2008). As acles desses antigenos e de outros descritos por

diferentes autores sdo sumarizados no quadro 01.

Quadro 1 — A¢bes moduladas pelos antigenos de Mycobacterium tuberculosis
ANTIGENOS ACOES

CFP-10 Aumenta a secrecao de INF-y

Aumenta a sua sintese frente a estimulos estressantes
Promove reducéo de nutrientes e aumento de temperatura
Aumenta produc¢do de 6xido nitrico e a secrecdo de IL-10

Diagnostico
CFP-10
(em recidivas) Inibe a producéo de éxido nitrico

Aumenta a secrecéo de INF-y e TNF
ESAT-6 Inibe a produc¢éo de éxido nitrico

Diagndstico

Induz uma resposta humoral e resposta Thl
38-KDa Aumenta produc¢do de 6xido nitrico

Elimina células T CD8+
70-KD Aumenta a sua sintese frente a estimulos estressantes promove

- a ~ 3
reducdo de nutrientes e aumento da temperatura

Mantém as caracteristicas hidrofébicas e a integridade da parede
Complexo85 celular
(30/32-KDa) Permite a ligacédo da bactéria a fibronectina

Utilizados em imunizagéo

Aumenta a secrecao de INF-y
Induz uma resposta humoral

MP 51 (27-KDa) Induz resposta Thl

Utilizados em imunizagéo

Utilizados em imunizagéo

MP 64 (26-KDa) Diagnostico

Induz uma resposta humoral

Inibe a expressdo de MHC-II

Inibe a apresentagdo de antigenos
Ativa neutrofilos

19-KDa

Fonte: Adaptado de ARAUJO et al., 2008, p.425.
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2.3 IMUNOPATOGENESE DA TUBERCULOSE

A tuberculose € caracterizada pela formacdo de granuloma nos tecidos
infectados e relacionada com hipersensibilidade tardia mediada por células. Quando
o individuo entra em contato com o Mycobacterium tuberculosis, podem ocorrer trés
processos: 1) o hospedeiro elimina o agente por meio das barreiras fisicas do
sistema respiratério como a mucosa ciliada existente nos bronquios; 2) o individuo
controla a infeccao formando focos infecciosos nos 6érgéos infectados, os quais sédo
chamados de granulomas, que podem permanecer durante varios anos (a
denominada infeccdo latente) e 3) desenvolvimento da doencga ativa que cursa
geralmente com o rompimento do granuloma (SILVA e BOECHAT, 2004; TEIXEIRA,

2007). A figura 04 ilustra essas trés condicdes.

Figura 4 — Diferentes processos envolvidos na patogénese da tuberculose humana.
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Fonte: Modificado de Kaufmann - Annals of the Rheumatic Diseases, 2002.

Cerca de 70% de individuos doentes com a forma pulmonar sdo baciliferos, ou
seja, apresentam carga bacteriana e constituem a fonte de contaminacdo. Os
principais sintomas desta doenca sdo: tosse e escarro por mais de quatro semanas,

falta de apetite e emagrecimento, dores nas costas e no peito, suores noturnos,
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febre baixa geralmente a tarde, dificuldade para respirar e cansaco facil. Sdo véarios
os fatores que levam ao desenvolvimento da doenca desde condigbes
socioeconbémicas, contato frequente, tempo de exposicao, carga bacteriana a qual o
contactante € exposto e viruléncia da cepa. O mecanismo pelo qual os individuos
infectados podem ndo desenvolver a doenca esta relacionado com a resposta imune
protetora e fatores genéticos. Alguns estudos epidemiolédgicos relatam que fatores
genéticos podem estar relacionados com a intensidade da doenca em determinados
grupos raciais e familiares (ARAUJO et al., 2007; MOUTINHO, 2011). Alteracdes
genéticas das subunidades p40 de interleucina-12 e de uma subunidade em seu
receptor podem provocar deficiéncia de INF-y (OZBEK N. et al, 2005). Nestas
condicdes, o granuloma ndo € capaz de conter a infeccdo e ndo ha producdo de
citocinas efetoras para conter a infeccdo. A producdo das citocinas contribui para
recrutar linfécitos T para o sitio da infeccdo, com formacdo do granuloma, na
tentativa de conter a replicacdo do bacilo (NICOD, 2007). O granuloma apresenta
baixo pH, baixa quantidade de oxigénio e limitagdo de nutrientes, o que contribui
para a diminuicdo do crescimento bacteriano e a estabiliza¢do do estado de laténcia
(NANCY, 2009). Antigenos da micobactéria como lipoarabinomanana e a
lipoproteina de 19 KDa induzem a expressdo e secrecdo de certos peptideos
antimicrobianos por meio dos Tool-like receptor (TLRs) em células epiteliais
pulmonares, as quais sdo capazes de eliminar a micobactéria (MOUTINHO, 2009;
AHMAD, 2010). Alguns fatores como a imunodepressdo e o uso de drogas
imunossupressoras podem ser responsaveis pela multiplicacdo do bacilo e

reativacao endogena da TB (SMALL, 2001). As formas de TB estdo descritas abaixo.

2.3.1 Tuberculose Primaria

A tuberculose primaria ocorre quando o individuo entra em contato com o
bacilo pela primeira vez por meio da inalagdo de particulas infectantes. Inicialmente
ocorre uma resisténcia inespecifica do hospedeiro, por meio das barreiras fisicas
que podem debelar o Mtb, e a doengca pode ndo se manifestar. Entretanto, €
possivel que este sistema de defesa falhe e o Mtb atinge os alvéolos pulmonares,
iniciando a tuberculose doenca. As barreiras naturais, a imunidade inata e adaptativa

participa do mecanismo de defesa contra esse agente. Apos 3 a 4 semanas da
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infeccdo do individuo, os macrofagos ativados secretam citocinas quimiotaticas,
interferon-gama (INF-y), fator de necrose tumoral (TNF), cuja finalidade €& atrair
células T para formar um granuloma estavel que conterd os bacilos. A TB priméaria
pode evoluir para uma cura bacteriolégica, permanecer latente ou ocorrer uma
disseminacdo bacilar por via linfatica ou hematoldgica produzindo lesdes em
diversos orgaos (BRASIL, 2002; ARAUJO, 2008). A radiografia do térax é um dos
principais meios de diagnostico de TB priméria embora alteracées pulmonares néao
sejam demonstradas em até 15% dos casos (BURRIL et al.,2007). A TB miliar é
caracterizada pela reativacdo da TB primaria por via hematogénica em diversas

partes do organismo, o que leva a uma infeccéo grave (CAMPOS, 2006).

2.3.2 Tuberculose Secundaria

A doenca ativa ocorre tardiamente apdés uma infeccdo primaria devido a
reativacdo do bacilo por origem enddgena ou por origem exdgena a partir de uma
nova exposicao a micobactéria, geralmente cepa mais virulenta. Caracteriza- se por
uma inflamacdo granulomatosa, com presenca de células multinucleadas gigantes
contendo os bacilos, denominadas células epitelioides, fibroblastos, células T e B, e
de uma reacdo inflamatoria de hipersensibilidade tardia com formacéo de fibrose e
cavitacdo (KAUFMANN, 2005). Observa-se, com frequéncia, presenca de necrose
caseosa central encontrada no interior da parede inflamatéria granulomatosa e uma
massa eosinofilica com resto nuclear fragmentada observada no exame
microscopico. Os granulomas parecem ter importante papel para conter a
disseminacéao sistémica (CAMPOS, 2006).

2.3.3 Tuberculose Infeccéo Latente

A Tuberculose infeccdo latente (infeccdo latente) compreende o periodo entre
a entrada do bacilo no organismo e o aparecimento da TB doenga, sendo
evidenciada pela prova de tuberculina positiva, mas com auséncia de sinais e
sintomas clinicos e radioldgicos de atividade da doenca, que pode permanecer neste
estado latente durante um longo periodo ou durante toda a vida do individuo. Nos

altimos anos, tem sido estudada a liberacdo de IFN-ypelos linfocitos do hospedeiro
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guando ele entra em contato com os fragmentos do bacilo ndo presentes na vacina
BCG. O sistema imunoldgico impede a multiplicagdo do bacilo formando o
granuloma, porém, os bacilos permanecem viaveis. Portanto, 0 organismo controla,
mas nao elimina a doenca. A reativacdo da doenca pode ocorrer em resposta a
distarbios imunologicos, infeccdo pelo HIV, diabetes mellitus, uso de medicacdes
que interferem na imunidade como os corticoides, abuso de drogas, &lcool, idade

(pessoas idosas e criancgas) e outros (BRASIL, 2007).

2.4 RESPOSTAS IMUNES AO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

A TB é basicamente uma doenca pulmonar. Momentos ap0s uma infeccao
primaria, por meio de particulas aéreas infectantes, os macroéfagos residentes no
tecido constituem uma das primeiras barreiras de defesa contra a micobactéria. Os
macréfagos alveolares e células dendriticas, que fagocitaram o Mtb, migram através
do sistema linfatico em direcdo ao linfonodo regional e formam o complexo de Ghon.
Esse granuloma é considerado o mecanismo que limita a disseminacdo do Mtb
(AKIRA, 2010). A imunidade celular é o principal mecanismo de defesa contra o Mtb,
sendo realizada por intermédio do reconhecimento de antigenos por receptores em
células da imunidade inata e adquirida, secretando citocinas imunorreguladoras
pelos linfocitos TCD4+. Apds ser fagocitado, o bacilo permanece no interior do
fagossomo. A partir da fusdo do fagossomo e do lisossomo, os antigenos podem ser
processados e apresentados aos linfocitos T auxiliares (CD4+), denominados T
helper (Th). Essa apresentacdo € feita por meio do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), de classe Il, presente em macréfagos, células
dendriticas e linfécitos B; denominados células apresentadoras de antigenos (APC).
Células CD4+ Thl desempenham uma funcdo efetora na resposta imune a
micobactéria. Contudo, células T-citotoxicas (CD8+), que reconhecem antigenos
vindos do citoplasma, em sinergia com o fator de necrose tumoral (TNF), ativam
macrofagos infectados, iniciando um mecanismo efetor da imunidade mediada por
células. A resposta imune inata € deflagrada pelos neutrofilos que sdo as primeiras
células inflamatorias a localizar-se no sitio de multiplicacdo do bacilo, seguidas das
células natural killer (NK) e macréfagos. A ativacdo de receptores de
reconhecimento padréo, como os receptores do tipo TLRs, conduz a uma importante

ligacdo entre a resposta imune inata e a adquirida. As células NK podem destruir os
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patégenos diretamente ou os mondcitos infectados, e ativar células fagociticas no
sitio da infeccdo (MOUTINHO, 2011). A figura 05 demonstra 0s mecanismos

envolvidos na resposta imune inata e a ativagao da resposta imune celular.

Figura 5 — Mecanismos envolvidos na resposta imune inata e imune celular.
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Fonte: Adaptado de http://www.sepeap.org/archivos/revisiones/alergia/tlr_tuberculosis.htm.

Células CD4+ Thl desempenham uma funcdo efetora na resposta imune a
micobactéria. Contudo, células T-citotoxicas (CD8+), que reconhecem antigenos
vindos do citoplasma, em sinergia com o fator de necrose tumoral (TNF), ativam
macroéfagos infectados, iniciando um mecanismo efetor da imunidade mediada por
células. A resposta imune na TB €, muitas vezes, modulada por atividade
Imunossupressora, especialmente na doenga grave, evidenciada pela diminuicdo da
producdo de interleucina IL-2 e IFN-y, e da anergia as proteinas do teste
tuberculinico (AKIRA. et a.l, 2008). Esse fenbmeno correlaciona-se bem com o
aumento na producao de IL-10, TGF- e de outras citocinas com efeitos supressores
sobre a imunidade celular, sobretudo nas lesdes granulomatosas pulmonares. O
fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-) € um fator de desenvolvimento
e atividade de células T regulatérias (T reg) que também participam da resposta
imune ao Mtb (HERNANDEZ J. et al.,, 2009). Em todos os estagios da resposta
imune, as citocinas produzidas participam dos processos regulatérios, assim como

das funcgdes efetoras (LAWRENCE et al.,2006). O reconhecimento da micobactéria e
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posterior secrecdo da IL-12 por macrofagos sé@o processos iniciados antes da
apresentacdo de antigenos do Mtb aos linfocitos T. A IL-12 induz a producéo de
interferon-gama (IFN-y) em células natural killer (NK), na fase inicial da resposta
imune, e também induz a ativacdo, diferenciacdo, producéo de IFN-ye expansao de
células Thl antigeno-especificas que séao a principal fonte de 1l-12 e IFN-ydurante a
resposta imune adquirida. O IFN-y, em sinergia com o fator de necrose tumoral
(TNF), ativa macréfagos infectados, o que inicia um importante mecanismo efetor da
imunidade mediada por células pulmonares. Células T CD8+ sdo capazes de
reconhecer fragmentos peptidicos ligados ao MHC classe |I. No caso da
micobactéria, foi demonstrado que vesiculas apoptéticas, oriundas de células
infectadas e contendo antigenos da micobactéria associados ao MHC classe | sédo
capazes de estimular, especificamente, células TCD8+. Os antigenos de patdgenos
intracelulares por uma via alternativa podem ter acesso direto a apresentacdo via
MHC classe |, devido a capacidade dos fagossomos de se fundirem com o reticulo
endoplasmatico e do recrutamento de proteinas do reticulo endoplasmatico para o
fagossomo. Nesse contexto, os antigenos fagocitados podem ter acesso ao
citoplasma, sofrer degradacfes por proteases, denominadas proteossomas, retornar
ao fagossomo através de transportadores associados ao processamento de
antigenos e se ligar a moléculas do MHC classe | situadas no fagossomo, levando a
posterior expressao na superficie celular e ao reconhecimento pelas células CD8+.
Os linfécitos (CD4- e CD8-), com seus receptores contendo as cadeias
polipeptidicas gama e delta, reconhecem componentes fosféricos do Mtb
independente do MHC classe | ou Il enquanto que, os receptores de linfocitos T,
restritos apenas ao CD1, podem ser estimulados por glicolipidios derivados da
parede da micobactéria (MOHAN, et al.,2001; MOUTINHO, 2011). A figura 06

demonstra 0s mecanismos envolvidos na resposta imune celular.
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Figura 6 — Curso da infec¢do da doenca e ativacédo da resposta imune na tuberculose.
Producéo de IFN-y, interleucinas, linfotoxinas, NO/ROI, reativo intermediario de
oxigénio/nitrogénio, TNF e Toll like receptor.
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2.4.1 Vacina BCG

As principais medidas para conter o avango da TB no mundo englobam o
diagnéstico precoce dos pacientes e da infeccdo latente dos contatos, tratamento
efetivo contra as formas resistentes e uma vacina mais protetora do que a atual BCG
(bacilo de Calmette-Guérin), produzida inicialmente com Mycobacterium bovis
atenuado. Atualmente, as vacinas BCG utilizadas no mundo correspondem a outras
cepas cultivadas ao longo dos anos em diferentes laboratérios. Sao cepas
genotipicamente similares ao Mycobacterium bovis, porém diferem entre si por
caracteristicas genotipicas e fenotipicas, com distintas expressdes em relacdo a
viabilidade, imunogenicidade, reatogenicidade e viruléncia (ANDRADE et al.,2005).

A variacao da protecdo da vacina BCG tem sido atribuida a diversos fatores:
Diferenca na viruléncia do Mtb, alto risco de reinfec¢do, mutagbes na cepa vacinal
que podem alterar o poder imunizante, dose e métodos de administracdo da vacina,
reagcfes adversas poés-vacinais entre individuos, exposicdo a micobactérias

ambientais, caracteristicas genéticas da populacdo e diferencas nutricionais. Em
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areas de alta incidéncia, a vacinacdo € recomendada como efeito protetor contra
formas graves principalmente em criancas. No Brasil, apesar do efeito protetor
satisfatorio da primeira dose aplicada no periodo neonatal, o efeito foi de 39% (CV:
9-58%) em adolescentes entre 15 e 20 anos, apontando a permanéncia do efeito da
primeira dose durante duas décadas (BARRETO, PERREIRA, FERREIRA, 2006;
VILAPLANA et al., 2008; PEREIRA et al., 2007; BRICKS, 2004; WORLD..., 2009).

2.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico da tuberculose no Brasil esta fundamentado principalmente no
diagnéstico clinico, realizacdo de exames bacteriolégicos (baciloscopia e cultura),
radiografia do torax, testes imunolégicos (teste sensibilidade da tuberculina e

IGRAS), anatomopatolégico, bioquimico e biologia molecular.

2.5.1. Baciloscopia

A coloracao para bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) ou método de Ziehl-
Neelsen é utilizado basicamente para micobactérias que possuem uma parede
celular constituida de acidos micolicos resistente a descoloragdo por alcool-acido.
Essa coloracdo € o método mais rapido para deteccdo de micobactérias em
amostras clinicas. Embora seja um exame r4pido, com baixo custo, com alta
especificidade e elevado valor preditivo positivo no nosso meio, apresenta baixa
sensibilidade (30% a 70%). Esse método depende de o paciente ser bacilifero, da
guantidade de bacilos eliminados, da coleta e processamento da amostra, o que
poderd originar resultados falso-negativos. Recomenda-se a coleta de duas
amostras de escarro espontaneo em potes plasticos descartaveis, uma no momento
da consulta médica e outra pela manhd ao acordar ou em caso de evidéncias
clinicas podem ser solicitadas amostras adicionais. Individuos sem expectoragédo
espontanea e raio x de torax suspeito de TB devem ser submetidos a inducdo de
escarro ou broncoscopia. A pesquisa de BAAR no escarro tem elevado valor
preditivo positivo em nosso meio (> 95%) mas nao diferencia as espécies. A
importancia desse método, principalmente em adulto esta relacionada ao controle da

eficacia do tratamento, diagndstico presuntivo) e a vigilancia epidemioldgica da
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tuberculose, devido a difilculdade de se obter secrec¢des na crianca o lavado géastrico
€ um importante procedimento para o diagnéstico bacterioldégico da TB infantil,
(CAMPOS, 2006; SBPT, 2009, PNCT,2010).

A figura 07 mostra uma baciloscopia positiva pelo método de Ziehl-Neelsen.

Figura 7 — Coloracéo de Ziehl-Neelsen, a seta mostra o BAAR corado.
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2.5.2 Cultura Bacteriologica

A cultura é o método considerado padrdo-ouro para o diagnéstico da
tuberculose e permite a identificacdo e a realizacdo do teste de sensibilidade. Os
meios solidos mais utilizados sdo o Lowenstein Jensen e Ogawa Kudoh, Apesar de
sua importancia, € um processo demorado, somente é possivel detectar o
crescimento do bacilo 4 a 6 semanas ap6s a inoculacao, ha riscos de contaminacao
e nem sempre apresenta 100% de sensibilidade. Os sistemas automatizados
BACTEC 460 TB ®, BACTEC 9000® sao sistemas de deteccdo radiométrica, que
utilizam o meio liquido Middlebrook 7H12, acrescido de &cido palmitico marcado com
um radiois6topo do carbono 14 (14C). Durante o crescimento bacilar, o bacilo utiliza
0 acido palmitico no seu metabolismo, liberando gas carbdnico (14CO,), cuja
concentragdo é convertida em unidades de crescimento pelo equipamento,

indicando que houve crescimento bacteriano. Esses sistemas tém a vantagem de
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acelerar o crescimento bacteriano, o que torna possivel a liberacdo do resultado em
um menor tempo (10 a 15 dias), mas tém, como limitacao, resultados falso- positivos
devido a contaminagédo por outras bactérias. Ha também o fato de a cultura nem
sempre apresentar 100% de positividade (ARAUJO et al., 2008). A figura 08 mostra

uma cultura positiva pos-cultivo no meio Ogawa Kudoh.

Figura 8 — Cultura do Mycobacterium tuberculosis em meio Ogawa Kudoh

Fonte: Arquivo préprio

2.5.3 Exame Radioldgico

A radiografia do térax é usada como auxilio diagnéstico e tem sua importancia
no diagnostico da TB primaria, embora alteracbes pulmonares ndo sejam
demonstradas em até 15% dos casos, na diferenciacdo de formas de tuberculose e
na diferenciacdo de TB atipica de outras pneumopatias no paciente portador de

HIV/AIDS ou de outras situa¢cdes de imunossupresséao (BURRIL, 2007).
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2.5.4 Exame Anatomo-Patolégico

A biopsia é realizada principalmente nas formas extrapulmonares. O exame
histopatolégico permite identificar a lesdo granulomatosa, a necrose de
caseificagdo e outras apresentacdes da leséo tecidual. No entanto, é necessario a
identificacdo do Bacilo de Kock(BK) no material para confirmag¢do do diagndstico
(CAMPOS, 2006).

2.5.5 Testes Bioquimicos

Os principais testes bioquimicos sdo: A dosagem da adenosina desaminase
(ADA), utilizada principalmente nos casos de TB pleural. A ADA é uma enzima que
participa do metabolismo das purinas e esté relacionada a proliferacdo dos linfécitos
durante a resposta celular € um método de baixo custo e de facil execugdo. A
atividade da ADA pode estar aumentada em individuos com comprometimento
pleural por artrite reumatoide, em alguns tipos de linfomas e na maioria dos
empiemas. Tais fatos constituem a limitacdo do teste (MORISSON, 2008). Outros
testes bioquimicos como o teste da niacina, reducdo de nitratos e reacdo da
catalase ndo séo utilizados na rotina laboratorial e dependem do crescimento da

micobactéria em cultura (SVE/MS, 2008).

2.5.6 Método Molecular

A técnica de reacdo da cadeia em polimerase (PCR) consiste em uma reacgéo
de sintese de regibes especificas de DNA em ciclos repetidos. Os mecanismos
associados a multirresisténcia do Mtb geralmente envolvem mutagdes nos genes
que codificam determinadas proteinas, que sao inibidas pelas drogas
tuberculostaticas ou que as metabolizam alterando a expressao génica. A
necessidade de testes rapidos para diagnostico da TB levou ao desenvolvimento
dos métodos moleculares para a deteccdo e identificacdo do Mtb diretamente de
espécimes clinicos, ou a partir das col6énias isoladas em cultura. Para material de
escarro, esse método possibilita resultado em cerca de 2 horas e apresenta uma
média sensibilidade (65%), e tal fato esta relacionado a quantidade de bacilo
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presente na amostra e alta especificidade (>90%). O resultado falso-positivo pode
ocorrer devido a contaminacdo da amostra e o falso-negativo pela presenca de
proteinas inibidoras da reacdo. O INNO-Lipa Mycobacteria® e o GenoType
Mycobacterium® sdo métodos baseados na amplificacdo de uma determinada
regido do DNA do Mtb, que permite a deteccdo e a identificacdo simultanea da
micobactéria. Diversas técnicas de PCR, baseadas na amplificagdo, na sequéncia e
comparacao com padrdes de partes do DNA, vém sendo testadas. As sondas de
DNA comerciais como as denominadas AccuProbe tém sido utilizadas para
identificacdo de espécies do complexo M. tuberculosis e do complexo M. avium.
Essas sondas hibridizam tanto no DNA como no RNA ribossomal da bactéria. A
utilizacdo desses métodos em laboratérios clinicos é limitada. Os métodos
moleculares apresentam resultados mais rapidos, confiabilidade e reprodutibilidade.
Entretanto sdo necessarios equipamentos sofisticados que demandam um custo
operacional alto e méo de obra especializada (ASSIS, 2007; FREITAS, 2009).

2.5.7 Testes Imunol6gicos

Os testes imunologicos estdo relacionados a resposta-imune do individuo e
podem fornecer informacdes para o diagnéstico na fase inicial da doenca,
confirmacédo clinica, avaliacdo da efetividade terapéutica e acompanhamento. A
resposta inflamatdria do organismo a TB depende principalmente da resposta
imunologica celular de cada individuo. O diagnéstico soroldgico da tuberculose,
baseado na resposta humoral, recebeu grande contribuicdo da identificacdo de
anticorpos monoclonais de micobactérias, o que permitiu isolar antigenos
bacterianos especificos. A imunidade humoral parece ser relevante nas fases iniciais
da leséo tuberculosa. Sant’Anna, (2001) e Steingart e colaboradores (2007), numa
revisdo sistematica, concluiram que os testes comerciais para diagnosticos de TB
ativa ou Infeccdo latente ndo sdo recomendados em paises de alta carga de TB
devido a baixa especificidade. A imunidade envolvendo células T sensibilizadas é a
base para o teste cutaneo da tuberculina (TST), um teste in vivo de triagem para
infeccéo latente.

Novos testes imunologicos in vitro baseados na resposta celular relacionados a

producdo de interferon-gama (INF-y) em resposta a antigenos especificos do Mtb
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vém sendo desenvolvidos, os chamados interferon-gamma Release Assays (IGRA),
como alternativa para o diagnéstico de TB infeccao latente, em substituicdo ao teste
cutaneo PPD. A infeccdo por Mtb induz uma forte resposta imunocelular mediada
por macréfagos e células T-helper e regulada por diversas citocinas, como IFN-y,
Fator de Necrose Tumoral (TNF), Fator de Transformacdo do Crescimento Beta
(TGF-B) e interleucina (IL) (TEIXEIRA et al., 2007).

2.5.8 Teste Cutaneo da Tuberculina

O teste cutdneo da tuberculina é usado como um método auxiliar no
diagnostico da TB. Nesse teste, uma proteina derivada e purificada da bactéria da
tuberculose é utilizada. A frequéncia e a repeticdo do teste dependem do risco de
exposicao do individuo, ocorréncia de TB no grupo da populacédo e grupos de alto
risco como profissionais da area de saude. Uma reacdo positiva pode indicar que o
individuo teve, em algum momento, uma infec¢do de tuberculose, mas pode indicar
também uma prévia vacinacdo de BCG ou uma infeccdo na forma latente. Quando
administrado intradermicamente, uma reacdo de hipersensibilidade tardia se
manifesta com endurecimento e eritema nos individuos sensiveis. E um teste de facil
execucao, barato e ndo exige infraestrutura laboratorial. As limitacbes desse teste
sdo: técnica inadequada de aplicacdo, possibilidade de resultados falso-positivos,
retorno do individuo para a leitura, individuos vacinados com BCG, infec¢cBes por
micobactérias ambientais, armazenamento inadequado do PPD, efeito Booster
Considera-se efeito Booster quando a prova tuberculinica for < 10 mm na 12 dose e,
na 22 dose, realizada de uma a trés semanas depois, apresentar enduracdo = 10
mm e aumento de pelo menos 6 mm em relagdo a primeira dose. Compreende-se
por viragem tuberculinica quando o TST inicial for > 10mm (apenas com a la. dose)
ou sem resposta do tipo booster (apés a 2a. dose), e no teste seguinte, ap4s um
periodo de 6 a 12 meses, apresentar aumento de induragédo = 10 mm (CASCANTE
et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2008).

A tuberculina usada é uma proteina purificada derivada da (PPD RT-23 que é
um produto que consiste em uma solucdo aquosa de uma fracdo de proteina
purificada e isolada de filtrado de cultura do tipo humana do Mycobacterium

tuberculosis. A dose usada € de 0,1 ml, equivalente a 2 UT, e aplicada por via
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intradérmica, no terco médio do antebraco esquerdo. Se o individuo estiver infectado
com TB, as céluas T sensibilizadas reagem com as proteinas do PPD e ocorre uma
reacao de hipersensibilidade tardia em cerca de 72 a 96 horas apds a administracao.
Essa reacdo ocorre como uma enduracdo e avermelhamento em torno da aplicacéo.
Contudo, exames complementares Sd0 necessarios.

O resultado deve ser avaliado apds 3 a 4 dias da injecdo (72 a 96 horas). A
reacao positiva se observa quando ha uma infiltracdo nodular, plana e irregular
(papula), acompanhada de éarea eritematosa(avermelhada) de extensdo mais ou
menos delimitada. Considerar somente o endurecimento (papula) na interpretacdo
do teste. Deve-se medir com uma régua milimétrica no sentido transversal em
relacdo ao maior eixo do braco e anotar o resultado em milimetros. O paciente reator
forte pode ainda apresentar a chamada “reacao flictenular”, crivada de pequenas
bolhas e pustulas. Esta reacdo em geral se associa a presenca de tuberculose ativa
e deve ser relatada.

A reacao é Interpretada da seguinte forma:

Omm a 4mm — néo reator — individuo ndo infectado pelo Mtb, infectado
hd menos de duas semanas, hipersensibilidade reduzida, anergia

(auséncia de reacgéo) ou uso de droga imunossupressora;

5mm a 9mm — reator fraco — individuo vacinado com BCG ou infectado

pelo Mtb ou por outras micobactérias;

10mm ou mais — reator forte — individuo infectado pelo Mtb, que pode
estar doente ou nao, individuos vacinados com BCG nos ultimos dois
anos (MS, 2010).

A figura 09 demonstra a aplicacao, reacéo de hipersensibilidade tardia e leitura
do teste (BRASIL, 2010).
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Figura 9 — a) Técnica de aplicacdo do PPD no antebraco esquerdo; b) Reacao positiva
com formacédo da papula apds 72-96 horas e c) Leitura do didametro do endurecimento
transversal em milimetros.
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2.5.9 Ensaios de Liberacéo de INF-y

Evidéncias sugerem que os ensaios baseados na deteccdo de IFN-y tém um
melhor desempenho que o teste tuberculinico por apresentar: alta especificidade,
resultado em 12 horas, ndo retorno do paciente, ndo subjetividade, melhor
correlagdo com a exposicao ao Mtb e uma menor reacdo cruzada com a vacinagao
por BCG e infec¢cBes por outras micobactérias, bem como a deteccdo da infeccao
latente. Porém, esses ensaios tém um alto custo e requer equipamentos especificos.
Encontram-se disponiveis comercialmente o QuantiFERON®-TB Gold In Tube
(Cellestis Limited, Carnegie, Australia-QFT-IT) e T-SPOT®.TB (Oxford Immunotec,
Abdingdon, UK). Esses testes baseiam-se na deteccdo de INF-yproduzido por
amostras de sangue periférico. O T-SPOT®.TB utiliza células mononucleares de
sangue periférico e detecta pelo uso de ELISPOT, o numero de células T produtoras
de INF-y. O QuantiFERON®-TB Gold In Tube € um teste para diagndstico in vitro
gue utiliza peptideos antigénicos que simulam proteinas micobacterianas, simulando
as proteinas early secreted antigenic target 6-kDa (ESAT-6), culture filtrate protein
10-kDa (CFP-10) e Tb7.7, cuja finalidade é estimular as células no sangue total
heparinizado. A deteccdo de INF-ypelo método ELISA € usada para detectar
respostas in vitro a estes peptideos antigénicos, 0s quais estdo associados a

infecc@o por Mth. Essas proteinas estdo ausentes de todas as cepas vacinais BCG e
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da maioria das micobactérias ndo tuberculosas, a excecao de M. Kansaii, M. szulgai
e M. marinum. Individuos infectados com micobactérias do complexo Mycobacterium
tuberculosis normalmente tém linfocitos no sangue que reconhecem esses e outros
antigenos micobacterianos. Esse processo de reconhecimento envolve a geracéo e
secrecdo da citocina INF-y. A deteccédo e quantificacdo de INF-yconstituem a base
desse teste. Os genes que codificam esses antigenos estao localizados na regido de
diferenca 1(RD-1) do Mycobacterium tuberculosis (BARNES, 2004; MARQUES,
2007; DUARTE, 2009) conforme demonstrado na figura 10.

M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG,

M. africanum, M.Kansaii, micobactérias ambientais.

M.marinum,,M.szulgai.

Figura 10 — Presenca ou auséncia de genes da regido de diferenca 1 (RD1) em micobactérias.

RD1
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Fonte: TEIXEIRA et al.,2007.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o valor do teste QuantiFERON®-TB GOLD IT quanto as citocinas
produzidas in vitro (nas condicdes técnicas do teste pela populacdo do estudo no
diagnostico de considerar maiuscula infecgédo latente) e quanto ao seu significado

na considerar maidscula ativa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Avaliar a producéo in vitro das citocinas INF-y, TNF, TGF-B, IL-12/23,
presentes no sobrenadante do Kit QuantiFERON®-TB Gold IT em individuos controle
saudaveis, com diagnostico de TB infeccdo latente, TB em tratamento e sem

tratamento para diagnostico da tuberculose;

3.2.2. Comparar os resultados do teste QuantiFERON®- TB GOLD IT e Teste
Cutaneo da Tuberculina nos grupos com diagndstico de TB infec¢éo latente, TB em

tratamento e sem tratamento;

3.2.3 Verificar o perfil de resposta das citocinas do estudo entre individuos

com TB em tratamento e sem tratamento.
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4 HIPOTESES
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HO-1: Nao se observa diferencga no perfil de producéo das citocinas IFN-y, TNF,
TGF-B e IL-12/23 sob estimulo de antigenos de Mycobacterium tuberculosis no
QuantiFERON®-TB Gold IT de individuos com diagnéstico de tuberculose ativa,
tuberculose infeccéo latente e sem tuberculose.

H1: Observa-se diferenca no perfil de producéo das citocinas IFN-y, TNF, TGF-
B e IL-12/23 sob estimulo de antigenos de Mycobacterium tuberculosis no
QuantiFERON®-TB Gold IT de individuos com diagnéstico de tuberculose ativa,
tuberculose infeccédo latente e sem tuberculose.

HO2- Nao se observa correlacdo entre o Teste Cutaneo da Tuberculina e o
QuantiFERON®-TB Gold IT de individuos com diagnéstico tuberculose ativa,
tuberculose infeccédo latente e sem tuberculose.

H2- Observa-se correlacdo entre o Teste Cutaneo da Tuberculina e o
QuantiFERON®-TB Gold IT de individuos com diagnéstico tuberculose ativa,

tuberculose infeccéo latente e sem tuberculose.
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5 MATERIAL E METODOS
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5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA para avaliagdo dos aspectos
éticos e bioéticos de acordo com as normas vigentes na Resolu¢cdo CNS no. 196/96
— Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos
(Anexo I).

O projeto foi explicado aos voluntarios e 0os que concordaram em participar
assinaram um o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de acordo com
a resolucdo 196 de 1996 do Conselho Nacional de Saude. Apds a assinatura do
TCLE, responderam a um questionario padronizado para obtencédo de dados clinicos
e sociodemograficos (Anexo Il). Em seguida, realizou-se a coleta de sangue por
puncdo venosa. As informacfes de cada participante foram registradas em suas
respectivas fichas (Anexo lll) e repassadas para um banco de dados, para posterior
andlise estatistica. Este estudo foi financiado pelo Instituto Nacional de Ciéncias e
Tecnologia em Doengas — INCT-DT.

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado Padronizacdo de teste
imundiagndstico in vitro alternativo para tuberculose humana e avaliacdo da
resposta in vitro a diferentes antigenos Mycobacterium sp E Corynebacterium
pseudotuberculosis.

As caracteristicas da populacdo de estudo foram feitas utilizando analises
descritivas. As diferencas na analise estatistica foram realizadas utilizando o
programa Graph Pad Prism verséao 5.0 e SPSS versao 19. Também foram realizados
testes ndo parameétricos de kruskal-Wallis para estabelecer a significancia geral
entre todos 0s grupos. A concordancia entre os testes TST e o QuantiFERON®-TB

Gold IT foi feita utilizando-se o indice Kappa.
5.3 SELECAO DA POPULACAO DE ESTUDO

Os individuos patrticipantes do estudo foram selecionados e diagnosticados no
Hospital Especializado Octavio Mangabeira (HEOM) e no Instituto Brasileiro para
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Investigacdo da Tuberculose (IBIT), segundo os critérios preconizados pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2010). A coleta das amostras foi realizada no periodo
de abril de 2010 a maio de 2011.

Critérios de Inclusdo: Participantes de ambos os géneros com idade entre 18
e 65 anos, com diagnoéstico de TB em tratamento e sem tratamento para
tuberculose, Tb infeccdo latente individuos com TST =5 mm e sem tratamento
para tuberculose e individuos controle TST negativo, sem histéria de contato e
evidéncias clinicas da doenca.

Grupo 1 com TB doenca em tratamento (n= 14): composto por individuos, com
confirmacédo de tuberculose doenca (pulmonar), que tiveram evidéncias clinicas e
radiografia de torax compativel com tuberculose; TST = 5 mm, vacinados (BCG) ou
ndo, baciloscopia positiva ou isolamento do M. tuberculosis em cultura e que
estavam em tratamento para tuberculose.

Grupo 2 TB doenca sem tratamento (n= 17): formado por individuos recém-
diagnosticados com tuberculose pulmonar e que ndo estavam em tratamento, TST =
5 mm, baciloscopia positiva, vacinados (BCG) ou nao, radiografia de térax
compativel com tuberculose ou cultura positiva para Mtb.

Grupo 3 TB infeccdo latente (n=34): foram selecionados individuos com
histéria de contato com pessoas baciliferas, TST = 5 mm, vacinados (BCG) ou néo,
sem sintomas clinicos da doenca e ndo estavam em tratamento para tuberculose.

Grupo 4 Controle negativo (n=32): participaram desse grupo individuos com
TST nédo reator, sem histéria de contato com pacientes baciliferos, sem clinica de

tuberculose, vacinados (BCG).

5.4 COLETA E PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Para cada individuo participante do estudo, foram coletados 3 mL de sangue
por pungao venosa, sendo 1 mL para cada um dos 3 tubos fornecidos pelo Kit QFT-
IT, tubos esses que, no momento da coleta, estavam em temperatura ambiente. O
sangue foi coletado na seguinte ordem: 1) Tubo Nil, controle nulo (tampa cinza); 2)
Tubo Antigen, antigeno da TB, ESAT-6, CFP-10, TB-7.7 (tampa vermelha); 3) Tubo
Mitogen, controle positivo, o agente mitdgeno é a fitohemaglutinina como controle
positivo (tampa violeta). Imediatamente ap6s o enchimento dos tubos, eles foram
homogeneizados durante 5 segundos para assegurar que toda a sua superficie
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interna fosse revestida com sangue. Em seguida, os tubos foram identificados e
incubados em até, no maximo, 3 horas apos a coleta, na posicéo vertical, a 37°C,
durante 24 horas. Apés esse periodo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos
em 2000g. O tampé&o de gel presente nos tubos separa as células do plasma. Apos
a separacdao do plasma, o material foi transferido para tubos secundarios em

aliquotas e congelados a - 70° C para posterior dosagem de citocinas.

5.5 PRODUGAO DE IFN-y EM RESPOSTA AOS ANTIGENOS PRESENTES NO
QFT-IT

As amostras de plasma foram descongeladas e os reagentes do QFT-IT foram
colocados em temperatura ambiente (22°+ 5°C), com excecdo do conjugado 100x
para a realizacao do teste. Todos 0s reagentes, substratos enzimaticos e solucdes
do Kit QFT-IT foram reconstituidos seguindo as recomendacdes do fabricante. Antes
da andlise, os plasmas foram homogeneizados para garantir que o IFN-y fosse
distribuido de maneira uniforme pela amostra. Para a dosagem de IFN-y foi
adicionado 50 pL do plasma (sobrenadante) aos pocos da placa de ELISA
previamente sensibilizada com anticorpo monoclonal anti-IFN humano e 50 pyL do
conjugado. Em seguida, a placa foi incubada em temperatura ambiente por 120
minutos. Apdés a incubacéo, ela foi lavada com solucéo de tampé&o de lavagem por 6
ciclos e, apos o ultimo ciclo, o tampdao residual foi retirado, batendo-se a placa com
0S pocos virados para baixo sobre um papel absorvente. ApGs esse processo, foi
adicionado 100 pL da solucdo cromogénica tetrametilbenzidina em cada poco e
agitou-se. A placa foi novamente incubada a temperatura ambiente por 30 minutos.
ApoOs esse periodo, adicionou-se 50 ul da solugéo de parada (H,SO,4) em cada poco.
As densidades oticas (DO) foram medidas em menos de 5 minutos apos a adicdo da
solugéo de parada, em leitor de ELISA com filtro de 450 nm. Os valores de DO foram

usados para calcular os resultados.

5.5.1 Interpretacéo dos Resultados

De acordo com o fabricante, um teste € considerado positivo quando uma

resposta do IFN-yao tubo de antigenos da TB estiver significativamente acima do
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valor nulo Ul/mL de IFN-y. Para a amostra de plasma estimulada pelo mitdgeno,
controle positivo do IFN-y, uma resposta reduzida (<0,5 Ul/mL) indica um resultado
inconclusivo caso uma amostra de sangue também tenha uma resposta negativa ao
antigeno da TB. Esse padrdo pode verificar-se em determinadas condicdes como
linfécitos insuficientes, atividade linfocitaria reduzida devido ao manuseamento
inadequado das amostras, coleta incorreta, homogeneizacdo da amostra ou
incapacidade dos linfécitos do paciente para gerar IFN-y. O tubo nulo, controle
negativo, corrige os efeitos de rea¢bes ndo especificas de anticorpos heterofilos ou
IFN-yn&o especifico presente nas amostras de sangue. Desse modo, o valor de IFN-
ydo tubo nulo é subtraido do valor de IFN-ydo tubo de antigeno da TB e do tubo do
agente mitdgeno. O teste foi considerado positivo quando > 0,350 (ap0s a subtracao
do NIL e TB antigeno), negativo para valores menores que 0,350. Se PHA > 0,5 o
teste foi validado e os valores menores que esses foram considerados

indeterminados como demonstrado na figura 11.

Figura 11 — Interpretacéo dos resultados do QTF-IT
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De acordo com o fabricante do Kit QuantiFERON®-TB Gold IT (QFT-IT),

diagnosticar ou excluir a TB doenca e avaliar a TB infeccdo latente exige uma
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combinacéo de fatores que devem ser avaliados como a histéria médica, diagnostico

e epidemiologia. Os possiveis resultados e as interpretacdes estédo relacionados no
Quadro 02.

Quadro 2 — Interpretacdo dos possiveis resultados a serem obtidos com o Kit QFT-IT.

Nulo Antigenos de TB Agente mitégeno i - ~
(U/mL) [menos nulo (Ul/mL) menos nulo QFT-IT Relatorio/Interpretagao
< 8,0 <0,35 >0,5 Negativo Infec¢ao por Mtb
N&o provavel
> o a
20,35 e < 25% do >05 Negativo Iniecgao por Mtb
valor do nulo N&o provavel
> > 0 a
20,35e225% do Qualquer um Positivo InfecE;ao por Mth
valor do nulo Provéavel
<0,35 <0,5 Inconclusivo Inconclusivo
(o]
2 0,35 e < 25% do <0,5 Inconclusivo Inconclusivo
valor do nulo
> 8,0 Qualguer um Qualquer um Inconclusivo Inconclusivo

Fonte: Cellestis Limited, Carnegie, Australia.

5.5.2 Dosagem do Fator de Crescimento de Transformacéo beta (TGF-R)

Foi realizada com o kit ELISA (Duo-Set-R&D Systems-USA) segundo a

recomendacéao do fabricante. O limite de detecc¢éo do Kit foi de 31,25 a 2000 pg/mL.

5.5.3 Dosagem do Fator de Necrose Tumoral (TNF)

Foi realizada com o Kit ELISA (Duo-Set-R&D Systems-USA) segundo
recomendacgéao do fabricante. O limite de deteccéo do Kit foi de 31,25 a 2000 pg/mL.

5.5.4 Dosagem de Interleucina 12/23 (IL12/23)

Foi realizada com o kit ELISA (Duo-Set-R&D Systems-USA) segundo a

recomendacao do fabricante. O limite de detecc¢do do Kit foi de 80 a 4000 pg/mL.




5.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Assinatura do TCLE pelos voluntarios
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6 RESULTADOS
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Neste estudo, no grupo controle negativo, participaram 32 individuos, com
média de idade de 32 anos, 13 do género masculino e 19 do género feminino, sendo
que todos possuiam cicatriz vacinal (BCG) e todos foram TST ndo reator. Esses
individuos se autoclassificaram como brancos (11), pardos (17) e pretos (4). Ja no
grupo latente, foram 34 individuos, média de idade 39 anos, sendo 20 do género
masculino e 14 do género feminino, desses, 32 possuiam cicatriz vacinal e 2 ndo e em
relacdo ao TST, 23 foram TST reator fraco e 11 foram reatores fortes. Todos
apresentaram baciloscopia negativa. Desses, 21 foram pardos, 12 pretos e 1
indigena. No grupo TB sem tratamento, por sua vez, foram 17 individuos, média de
idade 35 anos, 10 foram do género masculino e 7 do género feminino. A presenca da
cicatriz vacinal foi observada em 13 individuos e em 4 ndo. Quanto ao TST, 3 foram
nao reatores, 3 reatores fracos e 11 reatores fortes. Desses, 1 individuo foi branco, 10
pardos e 6 pretos. No grupo TB em tratamento, foram 14 individuos com média de
idade de 38 anos, quanto ao género, 12 foram masculinos e 2 foram femininos.
Desses individuos 12 apresentaram cicatriz vacinal e 2 ndo. Quanto ao TSTD, 3 foram
nao reatores, 3 reatores fracos e 11 reatores fortes. Nesse grupo tivemos 1 individuo
branco, 10 pardos, 6 pretos. Doze individuos apresentaram resultado de baciloscopia
positiva e 2 negativa. Os dados sociodemograficos da populacdo estudadada nos
grupos analisados encontram-se registrados de forma resumida na tabela 01.

Tabela 1 — Dados sociodemograficos da populacdo estudada nos grupos analisados

Variaveis Grupo Grupo TB Grupo TBsem  Grupo TB em
Controle Latente tratamento tratamento
Numero de individuos 32 34 17 14
Média de idade 32 39 35 38
Género
Masculino 13 20 10 12
Feminino 19 14 07 02
Vacinacdo BCG
Sim 32 32 13 12
N&ao 00 02 04 02
PPD mm
Nao reator 32 00 03 00
Fraco reator 00 23 03 09
Forte reator 00 11 11 05
Classificacéo Etnica
Branco 11 00 01 00
Pardo 17 21 10 07
Negra 04 12 06 07
indigena 00 01 00 00
Baciloscopia
Positiva 00 00 13 12

Negativa 32 34 04 02
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6.1 IFN-y PRODUZIDO EM RESPOSTA AO QuantiFERON® TB Gold IT

6.1.1 Producdo em Resposta ao Tubo Nil

Os niveis basais das culturas no tubo Nil (sem estimulo) apresentaram valores
diminuidos com excecao de um individuo do grupo controle e outro do grupo TB sem
tratamento. As medianas dos 4 grupos encontram-se abaixo de 1,330 Ul/mL:
medianas de 0,84 Ul/mL no grupo controle; 0,67 Ul/mL no grupo TB infeccdo
latente0,67 Ul/mL;TB em tratamento, 0,0315 Ul/mL; e, TB sem tratamento, 1,330
Ul/mL. As médias nos 4 grupos foram abaixo de 5,271 Ul/mL: médias 1,103 Ul/mL
no grupo controle; 0,8413 Ul/mL no grupo TB latente; TB em tratamento, 0,1053
Ul/mL; e, TB sem tratamento, 5,271 Ul/mL. Os valores minimos e maximos
encontrados nos 4 grupos estdo entre 0,00- 60,22 Ul/mL: 0,00-5,630 Ul/mL no
grupo controle; 0,00-3,810 Ul/mL no grupoTB latente; TB em tratamento, 0,00-
0,4110 Ul/mL; e TB sem tratamento 0,6500-60,22 Ul/mL. O desvio padrdo nos 4
grupos foi abaixo de 14,22 Ul/mL: 1,314 Ul/mL no grupo controle; 0,8586 UlI/mL no
grupoTB infeccéo latente; TB em tratamento 0,139 Ul/mL; e TB sem tratamento
14,22 Ul/mL. A distribuicdo da producdo de INF-ybasal, no tubo sem estimulo (NIL)
encontra-se no gréfico 01.

Gréfico 1 — Distribuicdo dos valores e medianas da producao de IFN-y em cultura de
células de sangue heparinizado no tubo NIL sem estimulo (puro) do QFT- IT do grupo
controle (n=32), grupo TB latente (n=34),TB em tratamento (n=14), TB sem tratamento
(n=17), (Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.1.2 Producdo em Resposta ao Tubo com Mitégeno PHA

Os resultados da resposta a PHA apresentaram perfil de resposta diferente
entre 0os grupos. Nos grupos controle e TB latente houve duas subpopulacdes de
resposta e no grupo TB em tratamento foi homogénea. Observam-se maiores niveis
de resposta no grupoTB latente em 18 individuos de 34 (53%). As medianas de
todos os grupos encontram-se abaixo de 53,18 Ul/mL: medianas de 36,47 Ul/mL no
grupo controle; de 32,17 Ul/mL no grupoTB latente; TB em tratamento, 53,18 Ul/mL;
e TB sem tratamento 27,87 Ul/mL. Médias abaixo de 104,80 Ul/mL: respectivamente
104,80 Ul/mL; 73,32Ul/mL; 48,94 Ul/mL; e 28,08 Ul/mL. Os valores minimos e
maximos estdo entre 0,00 e 257,8 Ul/mL: 23,57-237,4 Ul/mL; 0,00-257,8 Ul/mL;
0,00-106,5 UI/mL; e 6,450-52,95 Ul/mL entre os grupos acima descritos. O desvio
padrao nos 4 grupos foi abaixo de 96,55 Ul/mL: 96,55 Ul/mL,78,15 Ul/mL, 40,57
Ul/mL e 12,29 Ul/mL. Houve diferenca significativa entre os grupos controle e TB
sem tratamento. A distribuicdo da producdo de INF-ybasal no tubo com mitégeno

(PHA) encontra-se no grafico 02.

Grafico 2 — Distribuicdo dos valores e medianas da producéo de IFN-yem cultura de
células de sangue heparinizado, estimuladas in vitro com PHA do QFT- IT de individuos do
grupo controle (n=32), grupo TB latente (n=34),TB em tratamento (n=14), TB sem tratamento
(n=17), (Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.1.3 Producdo em Resposta ao Tubo com Antigeno do Mtb

Os resultados da resposta ao antigeno TB apresentam perfil de resposta
diferente. No grupo controle a resposta foi homogénea, no grupo latente ( r) foi
identificado duas subpopulagdes ja no grupo TB em tratamento verificou-se
respostas diferentes e o grupo TB sem tratamento apresentou resposta homogénea
com excecdo de um individuo.(). As medianas de todos os grupos encontram-se
abaixo de 9,060 Ul/mL: medianas de 0,06 Ul/mL no grupo controle; , no grupo
infecgao latente; 1,440 Ul/mL, TB em tratamento 2,250 Ul/mL e TB sem tratamento
9,060 Ul/mL. Médias abaixo de 11,79 Ul/mL : respectivamentegrupo controle 0,8748
ul/mL; (); TB infeccéo latente 3,078 Ul/mL, TB em tratamento 3,814 Ul/mL, TB sem
tratamento 11,79 Ul/mL

Os valores minimos e maximos estdao entre 0,00 e 32,00 Ul/mL( Grupo
controle 0,00-9,800 Ul/mL. infeccéo latente 0,00-16,00 UI/mL , TB em tratamento
0,10 — 21,80 Ul/mL , TB sem tratamento 0,00-32,00 Ul/mL.

O desvio padrao nos 4 grupos foi abaixo de 10,60 Ul/mL respectivamente
1,955 Ul/mL; 4,079 Ul/mL , 5,620 Ul/mL , 10,6 Ul/mL. A distribuicdo da producéo de
INF-y basal, no tubo com estimulos antigénicos especificos (Mtb) encontra-se

registrado no grafico 03.

Gréfico 3 — Distribuicdo dos valores e medianas da producgao de IFN-yem cultura de células de sangue
heparinizado estimulados in vitro com antigenos do M. tuberculois do QFT-IT do grupo controle (n=32),
grupo TB latente (n=34),TB em tratamento (n=14), TB sem tratamento (n=17), (Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.1.4 indice de Estimulo

Quando o grupo TB sem tratamento foi estimulado com os antigenos do Mtb
(Kit QFT-IT) verificou-se uma resposta elevada. Provavelmente esses antigenos
selecionaram e estimularam os linfécitos T por meio da sintése de determinados
receptores que apresentaram uma alta afinidade ao estimulo antigénico. O indice de

estimulo com antigenos Mtb na producédo de IFN-y encontra-se no grafico 04.

Gréfico 4 — indice de estimulo com antigenos Mtb na produc&o de IFN-yna populacéo estudada
individuos controle (n=32), TB em tratamento (n=14) e TB sem tratamento (n=17).
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6.1.5 Correlacéo entre o Teste Cutaneo daTuberculina e QuantiFERON® TB Gold
IT

A correlagéo entre o TST e QuantiFERON® TB Gold IT mostrou os seguintes
resultados: no grupo controle, 10 individuos foram positivos aos antigenos do Mtb e
22 negativos, porém todos apresentavam TST negativo. No grupo latente, 9
individuos foram positivos e 25 negativos no QFT IT, e, no TST, 23 foram reator
fraco e 11 reator forte. No grupo TB sem tratamento, 13 individuos foram positivos, 4
negativos aos antigenos do Mth do QTF IT e, em relacdo ao TST 3, foram néo
reator, 3 reator fraco e 11 reator forte. No grupo TB em tratamento, 12 individuos

foram positivos, no QTF IT, e 2 negativos, no TST, 9 foram reator fraco e 5 reator
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forte. A concordancia entre o TST e QUANTIFERON® -TB GOLD IT foi feita
utilizando o teste Kappa que mostrou uma concordancia moderada (k=0,6). Um
resultado falso-negativo pode ser devido a um erro técnico na aplicacédo do TST e a
variabilidade de resposta imune devido a fatores intrinsecos ou extrinsecos
(HOWARD et al.,1970; HOLDEN et al.,1971; KARDJITO T, et al.;1981; PAI et al.,
2005). Um resultado falso-positivo pode ser devido a uma resposta cruzada com a
vacina BCG. (CAMPQOS, 2006) ou a um aumento da area de endurecimento em
resposta ao teste TST em individuos vacinados (TISSOT et al, 2005; MACHADO et
al, 2009).

Os resultados da correlacédo entre o TST e QuantiFERON® TB Gold IT dados

estao correlacionados na Tabela 02.

Tabela 2 — Correlagdo do QUANTIFERON® -TB GOLD TEST IT e TST

Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle TB latente TB sem TB em
tratamento tratamento
32 34 17 14
QUANTIFERON
Positivo 10 09 13 12
Indeterminado 00 00 00 00
Negativo 22 25 04 02
TST
Nao reator 32 00 03 00
Fraco reator 00 23 03 09
Forte reator 00 11 11 05

A concordancia entre o TST e QuantiFERON® -TB Gold Test IT foi feita

utilizando o teste Kappa que mostrou uma concordancia moderada (k=0,6).

6.2. TNF PRODUZIDO EM RESPOSTA AO QuantiFERON® TB Gold IT

6.2.1 Producdo em Resposta ao Tubo Nil

Os niveis basais das culturas no tubo Nil (sem estimulo) mostram perfil de
resposta diversificados: no grupo controle, mostrou 6 (19%) individuos de 32 foram
positivos; no grupo TB latente, tivemos 2 subpopulagfes e 10 individuos (34%) de
34 foram positivos; o grupo TB em tratamento ndo apresentou resposta; e no

grupoTB sem tratamento, 6 (34%) individuos de 17 foram positivos. Houve diferenca
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significativa entre os grupos TB latente e TB sem tratamento. As medianas dos 4
grupos encontram-se abaixo de 0,26 Ul/mL : medianas de 0,41 Ul/mL no grupo
controle; 0,00 Ul/mL no grupo TB latente; TB em tratamento, 0,0315 Ul/mL; e TB
sem tratamento, 0,26 Ul/mL. As médias nos 4 grupos foram abaixo de 158,2 Ul/mL:
médias 85,89 Ul/mL no grupo controle; 158,2 Ul/mL no grupoTB latente; TB em
tratamento, 0,1053 Ul/mL; e TB sem tratamento 0,1053 Ul/mL. Os valores minimos
e maximos encontrados nos 4 grupos estdo entre 0,00- 1718 Ul/mL .: 0,00-804
Ul/mL no grupo controle; 0,00- 1718 Ul/mL no grupo TB latente; Tb em tratamento,
0,00-0,4110 Ul/mL; e TB sem tratamento 0,00 — 470 Ul/mL . O desvio padr&o nos 4
grupos foi abaixo de 373,4 Ul/mL : 168,1 Ul/mL no grupo controle; 373 Ul/mL no
grupo TB latente; em tratamento, 373,4 Ul/mL; e TB sem tratamento 146,1 Ul/mL.

A distribuicdo da producdo de TNF no tubo Nil encontra-se no gréfico 05:

Grafico 5 — Distribuicdo dos valores e medianas da producédo de TNF dosadas por
ELISA (Duo-Set-R&D Systems-USA) no plasma do QTF-IT, ndo estimulado (puro), do grupo
controle (n=32), grupo TB latente (n=34),TB em tratamento (n=14), TB sem tratamento (n=17),
(Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.2.2 Producdo em Resposta ao Tubo com Mitégeno Fitohemaglutinina (PHA)

Os resultados da resposta a PHA mostraram perfil de resposta diferente entre

0s grupos. Nos grupos controle e TB latente houve duas subpopulacdes de resposta
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semelhantes; no grupo TB em tratamento, 5 (36%) foram positivos; no grupo TB
sem tratamento, 8 (47%) individuos de 17 foram positivos. Foram observados
maiores niveis de resposta no grupo TB latente: 18 individuos de 34 (53%). As
medianas de todos o0s grupos encontram-se abaixo de 2488 Ul/mL: medianas de
2096 Ul/mL no grupo controle; 2488 Ul/mL no grupo TB latente; TB em tratamento,
2285 Ul/mL; e, TB sem tratamento, 1308 Ul/mL. Média abaixo de 2218 Ul/mL :
respectivamente 1827 Ul/mL; 2218 Ul/mL; 2003 Ul/mL; e 1156 Ul/mL. Os valores
minimos e maximos estdo entre 0,00 e 5469 Ul/mL: 0,4280 — 5469 Ul/mL; 0,00-
5223Ul/mL; 18,00 - 5016 Ul/mL; e 0,728 - 2820 Ul/mL entre 0os grupos acima
descritos. O desvio padrdo nos 4 grupos foi abaixo de 1636 Ul/mL : 1574 Ul/mL;
1425 Ul/mL; 1636 Ul/mL; e 1001 Ul/mL. Houve diferenca significativa entre os
grupos controle eTB sem tratamento. A distribuicdo da producdo de TNF com
mitdgeno (PHA) encontra-se no grafico 06.

Grafico 6 — Distribuicdo dos valores e medianas da producédo de TNF dosadas por
ELISA no plasma do QFT-IT estimulados in vitro com PHA, do grupo controle (n=32),TB
latente (n=34), TB em tratamento (14) e TB sem tratamento (n=17), (Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.2.3 Producéo em Resposta ao Tubo com Antigeno do Mtb
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Os resultados da resposta ao antigeno Mtb mostraram que, no grupo TB
latente, houve uma resposta proliferativa aumentada e 15 individuos (44%) de 34
foram positivos; nos grupos TB em tratamento, 2 (14%) individuos de 14; e TB sem
tratamento, 3 (18%) individuos de 17 apresentaram resposta. Na avaliacdo dos
resultados por indice de estimulagdo, verificou-se que houve uma tendéncia
aumentada de resposta no grupo TB latente. As medianas de todos o0s grupos
encontram-se abaixo de 43,00 Ul/mL: medianas de 0,284 Ul/mL no grupo controle;
0,332 Ul/mL no grupo TB latente; 43,00 Ul/mL, TB em tratamento; e, TB sem
tratamento, 0,292 Ul/mL. Médias abaixo de 146,6 Ul/mL: grupo controle, 47,64
Ul/mL; grupoTB latente, 65,96 Ul/mL;TB em tratamento, 133,8 Ul/mL; e TB sem
tratamento, 146,6 Ul/mL. Os valores minimos e maximos estdo entre 0,00 e 1670
Ul/mL: no grupo controle, 0,00-296,0 Ul/mL; no grupoTB latente, 0,00-1256 Ul/mL;
TB com tratamento, 0,00-756,0 Ul/mL; e, TB sem tratamento, 0,00-1670 Ul/mL. O
desvio padrédo nos 4 grupos foi abaixo de 416,1 Ul/mL: grupo controle, 92,3 Ul/mL;
grupoTB latente, 196 Ul/mL; TB em tratamento, 213,1 Ul/mL; e TB sem tratamento,
416,1 Ul/mL. A distribuicdo da producdo de TNF com estimulos antigénicos
especificos (Mtb) encontra-se no gréfico 07.

Grafico 7 — Distribuicdo dos valores e medianas da producdo de TNF dosadas por
ELISA no plasma do QFT-TI estimulados in vitro com antigenos do Mtb do grupo controle (n=32),
grupo latente (n=34), TB em tratamento (n=14), TB sem tratamento (n=17) (Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.3 TGF-B PRODUZIDO EM RESPOSTA AO TUBO DO QuantiFERON® TB Gold IT

6.3.1 Producdo em Resposta ao Tubo Nil

Os resultados basais das culturas no tubo Nil mostraram que em todos 0s
grupos houve resposta. No grupo controle, 28 de 34 individuos (82%) responderam;
0 grupo TB latente apresentou resposta mais alta, 32 de 34 (94%) foram positivos;
no grupo TB em tratamento, 5 de 14 (36%) foram positivos; e no grupo TB sem
tratamento 7 de 17 (41%) responderam. As medianas dos 4 grupos encontram-se
abaixo de 3505 Ul/mL: medianas de 1665 Ul/mL no grupo controle; 3505 Ul/mL no
grupo TB latente; TB com tratamento, 3041Ul/mL; e, TB sem tratamento, 2823
Ul/mL. As médias nos 4 grupos foram abaixo de 3819 Ul/mL: médias 2124 Ul/mL no
grupo controle; 3819 Ul/mL no grupo TB latente; TB com tratamento, 2452 Ul/mL; e,
TB sem tratamento, 3330 Ul/mL. Os valores minimos e maximos encontrados nos 4
grupos estdo entre 0,00-8340UlI/mL: no grupo controle, 0,00-7590 Ul/mL; no
grupoTB latente, 0,00-8340; TB com tratamento, 395-4026Ul/mL; e, TB sem
tratamento, 0,00-7805Ul/mL. O desvio padrédo nos 4 grupos foi abaixo de Ul/mL:
2910 Ul/mL. No grupo controle; 2255 Ul/mL, no grupo TB latente; 1598 Ul/mL, TB
com tratamento 1222 Ul/mL e TB sem tratamento 2910UI/mL. A distribuicdo da

produgao de TGFB sem estimulo (Nil) encontra-se no grafico 08.

Gréfico 8 — Distribuigdo dos valores e medianas da producao de TGF-f dosadas por ELISA no
plasma nao estimuladas (puro). do QFT-IT do grupo controle n=32) TB latente (n=34),TB em
tratamento (n=14), TB sem tratamento (n=17) (Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.3.2 Producdo em Resposta ao Tubo com Mitégeno PHA

Todos 0s grupos apresentaram resposta a essa citocina. No grupo TB com
tratamento, 7 de 14 individuos apresentaram respostas mais baixas (50%); no grupo
TB sem tratamento, 5 de 17 individuos (29%); e, no grupo TB latente, 16 de 34
(50%) foram positivos. Em relacdo aos niveis de resposta, ndo houve diferenca
significativa entre os gruposTB com e TB sem tratamento e TB latente. As medianas
de todos os grupos encontram-se abaixo de 3353 Ul/mL: medianas de 3335 Ul/mL
no grupo controle; 3353 UI/mL no grupo TB latente; TB com tratamento 3185 Ul/mL
e, TB sem tratamento, 3320UI/mL. Médias abaixo de 4206 Ul/mL: grupo controle,
3962/mL; grupo TB latente, 3378 Ul/mL; TB com tratamento, 2753 Ul/mL; e TB sem
tratamento, 4206 Ul/mL. Os valores minimos e maximos estdo entre 0,00 e 10270
Ul/mL: no grupo controle, 0,00-10270 Ul/mL; no grupoTB latente, 0,00-7780 Ul/mL;
TB com tratamento, 950,0-4516 Ul/mL; e, TB sem tratamento, 0,00-8190UI/mL. O
desvio padréo nos 4 grupos foi abaixo de 2487 Ul/mL: grupo controle, 2332Ul/mL;
grupo TB latente, 2090UI/mL; TB com tratamento, 1303 Ul/mL; e TB sem tratamento
2487 Ul/mL. A distribuicdo da produgdo de TGFB com mitdgeno (PHA) encontra-se

no gréfico 09.

Grafico 9 — Distribuicdo dos valores e medianas da producéo de TGF- dosadas por
ELISA no plasma estimulados in vitro com PHA do QFT-IT do grupo controle (n = 32) TB latente
(n=34),TB em tratamento (n =14), TB sem tratamento (n = 17) (Kruskal-Wallis p<0,05).
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6.3.3 Producdo em Resposta ao Tubo com Antigeno Mtb

Os resultados da resposta ao antigeno TB mostraram que houve uma
distribuicAo homogénea. No grupo TB em tratamento, a resposta foi inferior quando
comparada aos restantes dos grupos. As medianas de todos 0s grupos encontram-
se abaixo de 3188 Ul/mL: medianas de 2808 Ul/mL no grupo controle; no grupo TB
latente, 3148 Ul/mL; TB com tratamento, 3188 Ul/mL; TB sem tratamento,
3010Ul/mL. Médias abaixo de 3625Ul/mL: grupo controle, 3207Ul/mL; grupo TB
latente, 3246 Ul/mL; TB com tratamento, 2610 Ul/mL; e TB sem tratamento, 3625
Ul/mL. Os valores minimos e maximos estdo entre 0,00 e 9162 Ul/mL: no grupo
controle, 0,00-9162 Ul/mL; no grupoTB latente, 0,00-8890 Ul/mL; TB com
tratamento, 0,00-4268 Ul/mL; e TB sem tratamento 0,00-7865Ul/mL. O desvio
padrao nos 4 grupos foi abaixo de 2576 Ul/mL: grupo controle, 2496UI/mL; grupo TB
latente, 1926 Ul/mL; TB com tratamento, 1249 Ul/mL; e, TB sem tratamento, 2576
Ul/mL. A distribuicdo da producédo de TGF-B com estimulos antigénicos especificos

(Mtb) encontra-se no gréfico 10.

Gréfico 10 — Distribuicao dos valores e medianas da producéo de TGF- 3 dosadas por
ELISA no plasma estimulados in vitro com antigenos do Mtb do QTF-IT do grupo controle (n=32)
grupo Tb latente (n=34),TB em tratamento (n=14), TB sem tratamento (n=17), Kruskal-Wallis p<0,05).

Antigenos do M. tuberculosis
10000+

8000
6000+
4000+

2000+

Concentracdo pg/mL




65

6.4 PRODUCAO DE I1L12/23 EM RESPOSTA AO TUBO QFT-IT

Na dosagem de IL 12/23, ndo se observou valor na densidade Optica em todas
as amostras testadas. Como a curva padréo funcionou como descrita no kit, o teste
foi validado. Presumiu-se que essas leituras das amostras testadas ocorreram
devido ao fato de o limite de deteccdo do teste ficar acima dos valores presentes
nelas.

Na tabela 3, sdo mostradas a distribuicdo das médias, medianas, valores
minimos e maximos da quantificacdo de IFN-y,TNF e TGF-B nos tubos sem
estimulo, com estimulo PHA e antigenos do Mycobacterium tuberculosis no plasma
do tubo QuantiFERON® TB Gold Test IT.
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Tabela 03. Distribuicdo das médias, medianas, minimo, maximo para a producdo de IFN-y,TNF e TGF-B em cultura de

sangue total sem estimulo e com estimulo PHA e antigenos do Mycobacterium tuberculosis

Controle N= 32 Tuberculose sem tratamento N=17 Tuberculose em tratamento N=14 Latente N=34
Controle (n=32) TB sem tratamento (n=17) TB em tratamento (n=14) TB latente (n=34)
Citocinas Tipo de Média DP Mediana Valores Média DP Mediana Valores Min - Média DP Mediana  Valores Min - Média DP Mediana Valores Min -
Estimulo  pg/mL Min-Max. pg/mL Max. pg/mL Max. pg/mL Max.
Nil 1,103 1,314 0,84 0-5,630 5271 14,22 1,330 0,6500-60,22 0,1053 0,139 0,0315 0,00-0,4110 0,8413 0,8586 0,67 0,00-3,810
IFN-y PHA 104,80 96,55 36,47 23,57-237,4 28,08 12,29 27,87 6,450-52,95 48,94 40,57 53,18 0,00-106,5 73,32 78,15 32,17 0,00-257,8
Ag. TB 0,8748 1,955 0,06 0,00-9,800 11,79 10,6 9,060 0,00_32,00 3,814 5,620 2,250 0,10-21,80 3,078 4,079 1,440 0,00-16,00
TNF Nil 85,89 168,1 0,41 0,00-804 0,1053  146,1 0,26 0,00-470 0,1053 373,4  0,0315 0,00-0,4110 158,2 373,0 0,00 0,00-1718
PHA 1827 1574 2096 0,4280-5469 1156 1001 1308 0,728-2820 2003 1636 2285 18,00-5016 2218 1425 2488 0,00-5223
Ag. TB 47,64 92,3 0,284 0,00-296,0 146,6  416,1 0,292 0,00-1670 1338 213,1 43,00 0,00-756,0 65,96 196 0,332 0,00-1256
1L12/23 Nil - - - - - - - - - - - - - - - -
PHA - - - - - - - - - - - - - - - -
Ag. TB - - - - - - - - - - - - - - - -
TGF-B8 Nil 2124 2255 1655 0,00-7590 3330 2910 2823 0,00-7805 2452 1222 3041 395-4026 3819 1598 3505 0,00-8340
PHA 3962 2332 3335 0,00-10270 4206 2487 3320 0,00-8190 2753 1303 3185 950,0-4516 3378 2090 3353 0,00-7780
Ag. TB 3207 2496 2808 0,00-9162 3625 2576 3010 0,00-7865 2610 1249 3188 0,00-4268 3246 1926 3148 0,00-8890

99
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7 DISCUSSAO



68

O diagnostico da TB latente representa um desafio para o controle da
Tuberculose. Novos testes que detectam a producao de IFN-yin vitro em resposta a
liberac@o de antigenos presentes no complexo Mycobacterium tuberculosis, tém sido
avaliados como testes mais sensiveis e especificos. Varios estudos tém
demonstrado a importancia das citocinas como marcadores de atividade da
tuberculose e a sua funcdo imune protetora na regulacédo da resposta imunologica e
inflamatoria contra a micobactéria (PEREZ et al., 2002; ABRAMO et al.,2006; PERZI
et al., 2008). No presente trabalho, foi avaliado o perfil das citocinas IFN-y, TNF,
TGF-B, IL-12/23 em individuos do grupo controle (n=32), grupo TB latente (n=34),
grupo TB sem tratamento (n=17) e TB em tratamento (n=14).

Foi possivel observar que a producgéo de IFN-y in vitro em resposta ao tubo
Nil, sem estimulo, mostrou valores diminuidos no grupo TB em tratamento (n=14), tal
fato pode estar associado a alguns fatores, como o uso de medicamentos para
tuberculose que inibiria a resposta imune, citotoxidade ou no receptor de IFN-y.

Observou-se que dos individuos do grupo controle (n=32), média de idade 32
anos, em que todos participantes eram TST negativos, 31% foram positivos, quando
estimulados com antigenos especificos do Mtb em resposta ao QFT-IT, o0 que pode
estar associado a reatividade cruzada do IGRA a bactérias que compartilham a
regido de diferenciacdo 1 (RD1). Alguns trabalhos corroboram esse resultado, como
o de Machado e colaboradores (2009) que, em um estudo de analise discordante
entre o TST e liberagdo de interferon-gama em contactantes (n=301), realizado na
cidade de Salvador-Bahia, encontrou resultado TST negativo e IGRA positivo em 17
individuos com média de idade de 37 anos. O autor ressalta que esse dado
provavelmente seja devido ao pequeno numero da amostra. Outro estudo
semelhante foi o de Cabral e colaboradores (2011), em individuos TST negativos e
com produgdo de IFN-y. A grande limitagdo do TST é a possibilidade de falso-
negativo relacionado a fatores intrinsecos.

O grupo TB latente apresentou uma variabilidade de respostas, 29% ficaram
abaixo do cut off do kit, sendo considerados negativos. Resultados reativos ao TST
podem ocorrer devido a vacinacdo prévia com BCG, individuos que ja entraram em
contato com micobactérias ambientais, entretanto alguns individuos com TST reator

foram negativos para o QFT-IT, o que pode evidenciar um resultado falso-positivo do
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teste. Alguns estudos demonstram resultados semelhantes, entre eles os de Van
Pinxteren e colaboradores (2000), que, em um estudo experimental utilizando ESAT-
6 e CFP-10, relatam que esses antigenos sao pouco sensiveis em areas endémicas
apesar da alta especificidade. Entretanto, Brock e colaboradores (2001), em um
estudo na Dinamarca, quanto a producao de IFN-ypelos antigenos ESAT-6 e CFP-
10 e M. tuberculosis-PPD in vitro, avaliaram a especificidade e sensibilidade de
grupos de individuos — vacinados (n=19), ndo vacinados (n=15) e TB doenca (n=18)
— e nao encontraram diferenca entre esses grupos, porém o grupo TB latente (n=34)
apresentou maior positividade. Estudo similar foi feito com 312 individuos, TB
latente, e 2848 individuos, TST negativos, sem doenca, ndo vacinados, na
populacdo holandesa. Esse estudo estimou varios valores de corte de sensibilidade
e especificidade para o TST — encontraram uma sensibilidade de 98,9% em 5 mm,
95,4% em 10 mm (BERKEL et al.,2005). Em um estudo populacional com diferentes
etnias, Tian e colaboradores (2011) mostraram diferencas nas frequéncias dos
alelos do gene INF-y referente ao polimorfismo (+874T). A presenca dessa mutacao
determina diferentes comportamentos quanto a sua liberacdo, podendo o individuo
ser um alto ou um baixo produtor dessa citocina. Portanto, individuos com diferentes
perfis de producdo do INF-y poderiam ser os responsaveis pela variabilidade dos
resultados encontrados no estudo.

Neste estudo, o grupo TB em tratamento respondeu menos aos antigenos
do Mtb in vitro do Kit QFT-IT quando comparados com o grupo TB sem
tratamento. E possivel que tal fato ocorra devido ao uso de quimioterapicos para
TB que podem reduzir a producdo de INF-y. Esses resultados estdo de acordo
com os achados de Bocchino e colaboradores (2010) que verificaram que quanto
maior for o tempo de tratamento, menor producdo dessa citocina. Além disso, 0s
quimioterépicos para TB podem reduzir a producdo de INF-y. Em contrapartida,
individuos com TB sem tratamento obtiveram niveis elevados de INF-y,
provavelmente esta liberacdo aumentada deve-se a carga bacteriana
(BOCCHINO et al., 2010; MATTOS et al., 2010).

Foi evidenciado nesse estudo que individuos TB sem tratamento Sdo0 menos
responsivos ao mitégeno fitohemaglutinina (PHA). E possivel que, por estarem os
linfocitos no sitio da infec¢éo, teriam menos linfocitos circulantes e assim haveria

uma resposta menos intensa ao estimulo inespecifico do mitdgeno PHA.
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Esses achados se assemelham aos resultados encontados por Hernandez
e colaboradores (2010) que, delineando um perfil linfocitario de individuos com
TB ativa, demonstraram uma diminuicdo de linfécitos B. Resultados semelhantes
foram obtidos no estudo de UMA e colaboradores (1999) e Carneiro e
colaboradores, (2011)*

Neste estudo, ndo foi detectado IL-12/23, tal fato pode ser devido a
concentracdo do Kit QFT-IT estar abaixo do limite de deteccdo do ELISA (Duo-Set-
R&D Systems-USA). Como a curva padrao funcionou, o nosso teste foi validado. A IL-
23 é uma citocina envolvida no recrutamento de células para o sitio da infec¢éo, no
entanto, em doencas inflamatorias, muitas vezes ndo é detectada. Outros trabalhos
sugerem que a ndo deteccédo de IL-23 nédo influencia na producéo de outras citocinas
do perfil Thl, principalmente IFN-y (BROMBACHER, KASTELEIN, ALBER, 2003).
KHADER e colaboradores (2005) em um trabalho experimental com camundongos
deficientes de IL-23, demonstraram que néo havia supressao de IFN-y.

Avaliando a resposta com TNF, observou-se que individuos com TB sem
tratamento foram menos responsivos em comparagdo com 0S grupos controle e TB
latente. No grupoTB latente, foi observado o maior perfil de resposta, 0 que parece
mostrar a importancia do TNF na formacédo e na manutencédo do granuloma. Esses
achados estdo de acordo com o estudo Harari e colaboradores (2011) que
analisaram células T CD4" Mtb-especifica por citometria de fluxo para diferenciar TB
latente e Tuberculose. Outros estudos, que corroboram o0s nossos resultados,
avaliaram individuos TB em tratamento e apdés tratamento (MOHAN et al., 2001,
MATTOS et al., 2007).

A producéo elevada de TGF- é um fator importante para a regulagdo de
resposta imune bem como na prevencéo de doencga autoimune. No presente estudo,
foi observado que pacientes com TB em tratamento responderam menos aos
antigenos de Mtb quando comparados com grupo TB sem tratamento. Diversos
estudos tém demonstrado a importancia do TGF-B na Imunopatogenese da
tuberculose. Toossi e colaboradores (1995), trabalhando com células mononucleares
de individuos com tuberculose, demonstraram uma alta producdo dessa citocina e
esse aumento foi mais significativo na lesdo granulomatosa dos pulmdes dos

individuos com TB sem tratamento. Olobo e colaboradores (2010), avaliando

! ) Dados do nosso grupo, hdo publicados.
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citocinas do perfil Thl e Th2 no soro de individuos com TB, mostraram uma alta
producdo de TGF-B nos individuos com TB e uma diminuigéo significativa dos niveis
pos-tratamento. Esses dados sdo condizentes com os resultados deste estudo que
demonstraram que os individuos com TB sem tratamento tém niveis basais elevados
dessa citocina em torno de 7500 a 2500 pg/mL, e os individuos do grupo TB em
tratamento responderam menos na faixa de 500 a 3500 pg/mL aos antigenos Mtb,
guando comparados com o grupo TB sem tratamento. Além disso, a liparaninomana
presente na parede celular do Mycobacterium tuberculosis € um potente indutor de
TGF-B. Contudo, a alta producdo de TGF-B pode estar associada a atividade de
imunossupressao, dependendo da concentracdo e da cinética de cada citocina no
sitio da infeccdo como demonstrado em em diversos modelos animais
(HERNANDEZ-PANDO et al. 2006). Outro fator associado a imunopatogénese da
TB é a fibrose , sendo a maior causa de disfuncéo respiratéria na TB e associada a
uma alta producdo de citocina fibrogénica, TGF-B, bem como na presenca de
citocinas do perfil Th2 (HERNANDEZ-PANDO et al. 2009).
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8 CONCLUSOES
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Ao término deste trabalho, podemos chegar as seguintes conclusdes:

Provavelmente com o QuantiFERON® TB Gold Test IT ndo € possivel
diferenciar individuos com TB latente e TB na populacdo estudada;

N&o se observa diferenca no perfil de produgcdo de citocinas no
QuantiFERON® TB Gold Test IT com amostras da populacdo de individuos com TB
em tratamento e TB sem tratamento;

Ha uma correlagdo moderada entre o Teste in vivo TST e o Ensaio de
Liberagéo de IFN-y in vitro (QFT-IT);e,

Estudos mais conclusivos tornam-se necessarios assim como a obtencdo de

uma amostragem maior.
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BAHIANA
para Descnvolvimento
ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA das Cidneias

MITE DE ETICA EM PESQUISA
Salvador, 24 de julho de 2009.

OFICIO N°. 86/2009

REFERENTE AO PROTOCOLO N°.119/2008

“PEDRONIZACAO DE TESTE IMUNODIAGNOSTICOS INVIRO
ALTERNATIVOS PARA TUBERCULOSE HUMANA E AVALIACAO DA
RESPOSTA INVITRO A DIFERENTES ANTIGENOS MYCOBACTERIUM SP E
CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS”

Pesquisador: Prof’. JOSE MAYER NASCIMENTO

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Bahiana para o Desenvolvimento das
Ciéncias, ap6s a analise do ponto de vista bioético das corregdes de pendéncias do
Protocolo acima citado, recebidas em 26.03.09, considera que o Protocolo atende aos
principios éticos em pesquisa em seres humanos, segundo a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP CNS-MS). Diante do exposto julga o
protocolo supracitado APROVADO.

Lembramos a necessidade do envio de relatorio anual do andamento da pesquisa, dentro

do cronograma citado no mesmo protocolo.

Saudagdes,

Profa. Dra. Luciola Marra I,0pes Criséstomo
Coordenadora do CEP/EBMSP/FBDC

Ilmo.. Sr.

PROF. JOSE MAYER NASCIMENTO
Rua Amazonas, 499 — Apt. 402- Pituba
CEP. 41.830.980 — Salvador - Bahia

Salvador, 24 de julho de 2009.

Av. D. Jodo VI, 274 - Brotas / CEP 40285-001 - Salvador-BA
Fones: (071) 2101-1900 ~ Email: bahiana@bahiana.edu.br - www.bahiana.edu.br
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
Instituto de Ciéncias da Saude %

Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estad sendo convidado(a) a participar, como voluntario, huma pesquisa
cientifica. Apds ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas é sua e a outra, do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao
sera penalizado(a) de forma alguma. Se tiver alguma davida, vocé deve procurar o
Comité de Etica em Pesquisa do(a) Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica
(CEP/EBMSP), na Av.Dom Joéo VI, 274 — Brotas / CEP 40285-001, telefone (71)
2101-1900 — falar com a senhora Maria de Lourdes.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

1. Instituicdo. Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de
Ciéncias da Saude (Labimuno/ICS), Universidade Federal da Bahia (UFBA).
Endereco: Rua Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela.

2. Titulo do Projeto. Padronizacdo de teste imunodiagnostico in vitro para
tuberculose humana e avaliac&o in vitro a diferentes antigenos de Mycobacterium Sp €
Corynebacterium pseudotuberculosis.

3. Pesquisador Responsavel. Prof. Dr. José Roberto Meyer Nascimento no
Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da
UFBA. Endereco: Rua Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela.

4. Descrigao da pesquisa

4.1 Justificativa. Aproximadamente um terco da populacdo mundial tem a
tuberculose. Esta doenca é causada por uma bactéria, chamada de Mycobacterium
tuberculosis. Atualmente, para descobrir se uma pessoa tem tuberculose, o0 médico
solicita exames de Raios-X e de laboratorio. Muitas vezes, com os exames de
laboratorio realizados, ndo se consegue diagnosticar se o paciente tem ou nao a
tuberculose. Os exames atuais sdo demorados ou incomodos para o paciente pela

necessidade do retorno alguns dias depois para a leitura do teste. Alguns paises ja
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utilizam um teste internacional para auxiliar no diagnéstico da tuberculose, mas, para O
Brasil, esse teste é muito caro. Por isso, 0s pesquisadores e médicos procuram
alternativas mais baratas produzidas com qualidade e dentro da possibilidade do
nosso pais. Logo, os pesquisadores do Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular da Universidade Federal da Bahia (LABIMUNO da UFBA), tentam o
desenvolvimento de um exame de laboratério para uso nacional para ser usado, em
substituicdo ao exame internacional disponivel nos paises mais ricos e que seja
acessivel a maior parte da populacéo brasileira.

4.2 Objetivos. Desenvolver um exame de laboratério mais barato e adequado
a nossa realidade para auxiliar no diagnéstico da tuberculose humana.

4.3 Metodologia. Vocé estd sendo convidado a participar porque vocé tem
gueixas e sintomas (febre, tosse e emagrecimento) que sugerem que VOCE tem
tuberculose (Grupo | da pesquisa), ou por que vocé tem exame de PPD positivo
(grupo Il da pesquisa) ou porque vocé faz parte do terceiro grupo que nao tem
tuberculose e também ndo apresenta PPD positivo. Caso concorde em participar
faremos a coleta de 25 mL do seu sangue (1/2 copinho de café) que seréo utilizados
para contagem das células do sangue (leucograma), para os testes laboratoriais de
capacidade de resposta as bactérias e microrganismos causadores de doencas
relacionadas com a tuberculose e para o desenvolvimento de testes que substituam
0s atuais usados no diagnostico da tuberculose.

5. Riscos, prejuizos, desconfortos, lesbes que possam decorrer da
pesquisa. Os riscos associados a esta coleta de sangue séo limitados a pequenos
desconfortos no local da puncdo sanguinea, ou, no maximo, a uma pequena
mancha roxa no local da coleta.

6. Beneficios derivados da participacdo nesta pesquisa. Vocé néo tera
nenhum beneficio financeiro por sua participacdo neste estudo, entretanto, caso
durante a pesquisa com nossos testes seja identificado alteracbes, vocé sera
encaminhado a atendimento em unidade especializada de saude publica. Vocé sera
encaminhado para tratamento no Instituto Brasileiro de Investigacdo para a
Tuberculose (IBIT), se for descoberto que vocé sofre de tuberculose, e se ja recebe
cuidados contra a tuberculose, continuara seu tratamento normalmente, tudo isso
mesmo que desista, em qualquer momento, de participar deste estudo. Caso

concorde vocé podera buscar os resultados do leucograma no local e periodo
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indicados no protocolo que |Ihe sera entregue no momento da coleta para esse
projeto. A comunidade podera futuramente usufruir dos beneficios da melhoria no
diagndstico da tuberculose.

8. Canais de esclarecimento (antes, durante e ap6s a execucdo do
estudo) sobre a prépria pesquisa. Sempre que desejar vocé podera esclarecer
suas duavidas através do telefone (71) 3235-9682, ramal 223 (ligacbes a cobrar se
necessario).

9. Sigilo em relagdo a privacidade do sujeito de pesquisa e
confidencialidade de seus dados. Além do sangue, precisaremos ter acesso aos
dados do seu prontuario médico para melhor analise da pesquisa e para divulgacdo
em congressos e revistas médicas, mas seus dados serdo protegidos e jamais sera

divulgada sua identidade.

Assinatura do PESQUISADOR RESPONSAVEL
CONSENTIMENTO DO SUJEITO DA PESQUISA
Eu,

Prontuario N° ........cccceeeeeeeieeeeicceceeene , abaixo assinado, concordo de maneira livre
e esclarecida em participar, na condicao de sujeito de pesquisa, do estudo intitulado
“Padronizacdo de teste imunodiagnéstico in vitro para tuberculose humana e avaliacdo
in vitro a diferentes antigenos de Mycobacterium Sp € Corynebacterium pseudotuberculosis”.
Fui devidamente informado(a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como sobre o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me assegurado o sigilo, em relacdo a privacidade do sujeito de
pesquisa, e garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcédo de meu acompanhamento,
assisténcia e/ou tratamento.
Cidade do Salvador, Bahia, ........ de oo, de 2010.

Nome completo e legivel

Assinatura (ou impressao digital) do sujeito e/ou de seu representante legal
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Noés, testemunhas nédo ligadas a equipe de pesquisadores, presenciamos a
solicitacdo de consentimento, esclarecimentos detalhados sobre o estudo e aceite
do sujeito de pesquisa em participar deste protocolo.

Nome:

Assinatura: CPFno:

Nome: Assinatura:

CPFEnNe:
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ANEXO IlI - FICHA CLINICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
\ INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
m LABORATORIO DE IMUNOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR

FICHA CLINICA

Sub-Projeto:  “Padronizacdo de testes imunodiagndsticos in vitro alternativo

para tuberculose humana e avaliacdo da resposta in vitro a diferentes antigenos de

Mycobacterium sp e Corynebacterium pseudotuberculosis.”

Nome do entrevistador:

Data da coleta: / /

Identificacdo do paciente:

Registro

Nome Completo

Procedéncia 1.1BIT 2HEOM 3.0UTROS
Género 1.MASCULINO 2.FEMININO

Data de Nascimento

Naturalidade

Profissao

1.Fundamental Incompleto
2.Fundamental Completo
3.Nivel Médio Incompleto
4.Nivel Médio Completo
5.Superior Incompleto
6.Superior Completo

Grau de Instrucao

Endereco

Telefone

Classificac&o Etnica 1.BRANCO 2.MESTICO
(auto-referenciada) 3.NEGRO 4.INDIO




Dados Clinico-Laboratoriais:

O paciente ja realizou a BACILOSCOPIA?

(Se NAO, pular para a questéo 4) 1.SIM 2.NAO 3.Nao sei/Nao
OBS:BACILOSCOPIA = Exame de lembro
escarro
Resultado da BACILOSCOPIA 1.POSITIVO 2.NEGATIVO 3.Néo
(Se NEGATIVO, pular para a questéo 4) sei/Nao lembro
Se POSITIVO, qual a classificacdo? .1'1~+ 22+ 3.3+ 44+ 5.Nao
sei/Nao lembro
O paciente ja realizou o exame . ~ -
CULTURA? Ieribsr’LM 2.NAO 3.Nao sei/Nao
(Se NAO, pular para a questao 6)
Se SIM, qual foi o resultado? _1.P~OSITIVO 2.NEGATIVO 3.Néo
sei/Nao lembro
O paciente ja realizou o exame PPD? N
(Explicar ao paciente como € o exame) 1.SIM  2.NAO
(Se NAO, pular para a questao 8)
1.0a4mm
2.5a9mm
Qual foi o resultado do PPD? 3.>10mm (N&o reator) (Fraco
reator)  (Forte reator)
4. Nao sei/Nao lembro
O paciente ja tomou a vacina BCG? 1.SIM 2.NAO
O paciente tem a cicatriz da BCG? -
(Olhar o braco direito do paciente) LSIM - 2.NAC
i 4 ? ~
O paciente esta em tratamento? 1SIM  2.NAO

(Se NAO, pular para a questéo 13)

O tratamento atual tem quanto tempo?

1.Um més 2.Dois meses 3.Trés
meses

4.Quatro meses
6.Seis meses

7. Mais que seis meses

5.Cinco meses

Quiais as drogas utilizadas no tratamento
atual?
(Pular para a questéo 17)

1.Isoniazida 2.Rifampicina
3.Pirazinamida 4. Etambutol
5.Estreptomicina  6.Etionamida
7.Né&o sei/N&o lembro
8.0utros(especificar)

OBS: Comprimidos "vermelhos” =
Isoniazida e Rifampicina; Comprimidos
“brancos” = Pirazinamida

O paciente tem ou ja teve contato com um
possivel COMUNICANTE da tuberculose?
(Se NAO, pular para a questao 15)

1.SIM 2.NAO
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: 1.Domiciliar  2.Trabalho
2
Qual tipo de contato* 3.Vizinhos 4.0utros
O paciente utiliza ou ja utilizou profilaxia y
(isoniazida profilatico)? 1.SIM  2.NAO

(Se NAO, pular para a questéo 17)

Se SIM, por quanto tempo?

1.Um més 2.Dois meses

3.Trés meses  4.Quatro meses
5.Cinco meses  6.Seis meses
7.Nao sei/Nao lembro

O paciente faz uso de algum medicamento
que nao seja para tuberculose?
(Se NAO, pular para a questao 19)

1.SIM 2.NAO

Se SIM, qual ou quais?

(especificar)

19. Grupo no estudo

1.Grupo | (Tuberculose sintoméatica —
Baciloscopia + e/ ou cultura +)

2.Grupo Il (Assintomatico; PPD
positivo)

3.Grupo Il (Assintomatico; PPD
negativo ou sem PPD)

OBS: PPD positivo = maior que 5mm
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ANEXO IV — ATESTADO DE CORRECAO DAS REGRAS DA ABNT E REVISAO
LINGUISTICA

SUAMG

(2 k M
’ ABM Sl APOIO A ATIVIDADE

= MEDICO-CIENTIFICA

ATESTADO

Eu Silvana Pereira da Silva, coordenadora do Servico de Apoio a Atividade
Médico - Cientifica da Associacdo Bahiana de Medicina, atesto para os devidos fins
que prestei servicos de editoracdo eletronica seguindo as orientagbes contidas na
norma ABNT NBR 14724:2011 — Trabalhos académicos — Apresentacdo (modelo
fornecido pela Instituicdo), tendo como parceira para revisdo e adequacdo da norma
ABNT NBR 6023:2002 — Referéncias — Elaboracao, a Bibliotecaria Eliete Costa de
Souza Brito CRB5/998, e Fernanda Machado, que colaborou com a reviséo linguistica
seguindo as orienta¢Bes do novo acordo ortografico, o resultado de pesquisa da Dra.
Claudia dos Reis Motta intitulado: PERFIL DE CITOCINAS DE INDIVIDUOS COM
DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSE INFECCAO LATENTE E TUBERCULOSE A
ANTIGENOS DE Mycobacterium Tuberculosis no Quantiferon®-TB GOLD TEST IN
TUBE - Cellestis Limited, Carnegie, Australia que serd submetido a apreciacdo do
Programa de Pos-graduacio Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) — UFBA, como requisito parcial para obtencdo do

titulo de Mestre sob a orientagéo da Prof® Dra. Songeli Menezes Freire.

Salvador, 26 de marcgo de 2012.

Fuine

Silvana Pereira da Silva
CPF: 872034805-34



Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de P6s Graduacéo
Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110-100
Salvador, Bahia, Brasil

http://www.ppgorgsistem.ics.ufba.br




