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Diagnostico imunoldgico da tuberculose:
problemas e estratégias para o sucesso*

Immunological diagnosis of tuberculosis: problems and strategies for success

Henrique Couto Teixeira', Clarice Abramo?, Martin Emilio Munk®

Resumo

A tuberculose continua sendo um grave problema social e de saude, afetando milhdes de pessoas anualmente. A vacina Bacille Calmette-
Guerin (BCG), usada no controle profilatico, é incapaz de conter a progressdo da doenca, que usualmente se manifesta através da queda da
imunidade celular do individuo. O diagndstico da tuberculose em seus estagios iniciais, aliado a poliquimioterapia, pode contribuir para o
controle da disseminacdo da infecgdo. Os atuais métodos de diagndstico apresentam problemas, como: baixa sensibilidade da baciloscopia;
longo tempo de realizacdo das culturas microbiologicas; e baixa especificidade do teste cutdneo com o derivado protéico purificado do
Mycobacterium tuberculosis. Novos métodos de diagnostico que utilizam antigenos especificos (por exemplo, os conhecidos em inglés como
o early secreted antigenic target 6-kDa e o culture filtrate protein 10-kDa), estdo sendo testados. Os genes que codificam esses antigenos
estdo localizados na regido de diferenca 1 do M. tuberculosis, M. africanum e M. bovis, mas estdo ausentes no M. bovis (BCG) e na maioria
das micobactérias do meio ambiente. Métodos de diagnostico baseados na producéo de interferon-gama por linfécitos T, em resposta a esses
antigenos, como o QuantiFERON-TB® e o T SPOT.TB", estdo sendo testados, e superam o teste cutdneo com o derivado protéico purificado
nas seguintes caracteristicas: maior sensibilidade; menor reatividade cruzada devido a vacinacdo com o BCG ou infec¢fio por micobactérias
do meio ambiente; e tempo de execucdo. A introducdo de métodos de diagndstico mais especificos e sensiveis, assim como um maior enten-
dimento dos mecanismos moleculares e celulares que regulam a interacdo parasito-hospedeiro, pode contribuir para um eficiente combate
a tuberculose.
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Abstract

Tuberculosis remains a serious social and public health problem, affecting millions of people annually. The bacille Calmette-Guerin (BCG)
vaccine, used prophylactically, does not impede the progression of the disease, which usually manifests as decreased cellular immunity. Early
diagnosis, together with polychemotherapy, can control the dissemination of the tuberculosis infection. The current diagnostic methods
present certain problems. Such problems include the low sensitivity of sputum smear microscopy, the fact that performing microbiological
cultures is quite time-consuming, and the low specificity of the skin test with the purified protein derivative of Mycobacterium tuberculosis.
New diagnostic methods, which use specific antigens such as the early secreted antigenic target 6-kDa and culture filtrate protein 10-kDa,
are being evaluated. The genes that encode these antigens are located in the DNA region of difference 1 of M. tuberculosis, M. afiicanum
and M. bovis. However, they are absent from the M. bovis (BCG) and from most environmental mycobacteria. Diagnostic methods such
as QuantiFERON-TB® and T SPOT.TB", which are based on the production of interferon-gamma by T lymphocytes, in response to those
antigens, are being tested and have been found to outstrip the purified protein derivative skin test in the following characteristics: greater
sensitivity; lower cross-reactivity due to BCG vaccination or infection with environmental mycobacteria; and execution time. The introduction
of diagnostic methods that are more specific and sensitive, together with gaining a better understanding of the molecular and cellular
mechanisms that reqgulate the parasite-host interaction, can increase the efficiency of strategies devised to combat tuberculosis.
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A tuberculose como problema mundial

0 Mycobacterium tuberculosis ¢ responsavel pela
tuberculose (TB), uma doenga que acomete, anual-
mente, 8 a 9 milhdes de pessoas no mundo, sendo
responsavel por cerca de 2 a 3 milhdes de mortes
a cada ano. india, China, Indonésia, Bangladesh e
Paquistio, os paises mais populosos da Asia, apre-
sentam as maiores incidéncias da doenca e, juntos,
contribuem com mais da metade do total global
de casos. No Brasil, o numero de casos novos esta
proximo dos 100.000/ano.!"? Estima-se que a forma
latente da TB acometa cerca de um terco da huma-
nidade. Individuos com TB latente representam um
grande reservatério de M. tuberculosis, embora os
microorganismos, nesta fase da infeccdo, se mostrem
metabolicamente inativos, o que estd associado a
auséncia de manifestacdes clinicas nesses indivi-
duos infectados.? O aumento na incidéncia de TB,
a partir de 1990, tem sido relacionado ao apareci-
mento da epidemia de AIDS, contribuindo, também,
para isso o surgimento das cepas multidroga-resis-
tentes.?) A caracteristica principal da infecgio pelo
HIV ¢ a progressiva destruicio dos linfécitos T CD4+,
que possuem uma funcdo crucial na resposta imune
ao M. tuberculosis e no diagndstico imunologico
da TB.

A historia natural da TB mostra que a maioria
dos individuos ¢ resistente a infeccdo, provavel-
mente devido a capacidade de gerarem uma eficiente
resposta imune contra o M. tuberculosis, porém
incapaz de esterilizar completamente a lesdo. Das
pessoas expostas ao M. tuberculosis, entre 10-30%
se tornam infectadas, e em apenas 5 a 10% destes
individuos a infeccdo progride, transformando-se
em TB ativa. Conseqiientemente, a TB pode ser
disseminada ou localizada, sob a forma pulmonar,
ganglionar, renal, dssea, ou acometer qualquer
outro 6rgdo.”

Em individuos imunocompetentes suscetiveis,
a doenca envolve exclusivamente o pulmio em
85% dos casos. Nesses individuos, a infeccdo pelo
M. tuberculosis ndo esta associada a uma maior
susceptibilidade a outros agentes infecciosos.
Entretanto, muitos pacientes podem apresentar
um estado de imunodepressdo frente a antigenos
especificos do Mycobacterium, o que pode favo-
recer o crescimento acelerado dos bacilos e o
estabelecimento da doenca. Nos individuos imuno-
comprometidos, como aqueles infectados com HIV,
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a TB pode, freqlientemente, tornar-se uma doenca
disseminada, havendo maior freqiiéncia de localiza-
cdes extra-pulmonares.

Resposta imune contra o M. tuberculosis

A TB ¢ basicamente uma doenca pulmonar,
sendo esse 6rgdo a porta de entrada do microorga-
nismo e local principal de manifestacdo da infeccéo.
Momentos apds uma infeccdo primaria, por meio
de particulas aéreas, macréfagos alveolares e células
dendriticas, que fagocitaram o M. tuberculosis,
migram através do sistema linfatico em direcdo ao
linfonodo regional, e formam o complexo de Ghon.
Ao mesmo tempo, as células fagociticas podem
penetrar no parénquima pulmonar, iniciando um
foco inflamatdrio para onde outros macrofagos serdo
atraidos. Nesse caso, o acumulo de células inflama-
torias ao redor do microorganismo inicia a formacio
de um granuloma, coordenado por linfécitos T. As
células T se tornam indispensaveis para a formacdo
de granulomas estaveis, ficando em contato com
fagocitos mononucleares e influenciando seu estado
de diferenciacéo e ativacio. O M. fuberculosisé con-
tido no granuloma, podendo persistir por décadas
nas lesdes, em uma forma latente, sem desencadear
a doenca. A imunodepressao, seja devido ao precario
estado de saude do individuo, infeccdo pelo HIV, ou
uso de drogas imunossupressoras, ¢ a causa mais
freqiiente da multiplicacdo de bacilos enclausu-
rados no granuloma e reativagdo da TB (reativacio
enddgena), comparada a reinfeccdo (exdgena) pelo
M. tuberculosis.>¥

Macrofagos residentes no tecido compdem uma
das primeiras barreiras de defesa frente a mico-
bactéria. Apds ser fagocitado, o bacilo permanece
no interior do fagossomo. A partir da fusdo do
fagossomo e do lisossomo, antigenos podem ser
processados, e posteriormente apresentados aos
linfocitos T auxiliadores (CD4*), T helpers (Th) em
inglés, através do complexo principal de histo-
compatibilidade, também conhecido em inglés
como major histocompatibility complex (MHC), de
classe II, presente apenas em macrdfagos, células
dendriticas e linfécitos B (também denominados
células apresentadoras de antigenos). Células CD4+
do tipo 1 (Th1) desempenham a func¢do principal
na resposta imune a micobactéria.”? Contudo,
células T-citotoxicas (CD8*), que reconhecem
antigenos oriundos do citoplasma (tumorais ou
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virais), também participam da resposta imune ao
M. tuberculosis.” Células T CD8* sdo capazes de
reconhecer fragmentos peptidicos ligados ao MHC
classe I, moléculas expressas em praticamente todas
as células diferenciadas ou maduras do organismo.
No caso da micobactéria, foi demonstrado que vesi-
culas apoptoticas, oriundas de células infectadas e
contendo antigenos do bacilo associados ao MHC
classe I, sdo capazes de estimular, especificamente,
células T CD8+.” Alternativamente, em um feno-
meno denominado apresentacdo cruzada, antigenos
de patdgenos intracelulares podem ter acesso direto
a apresentacdo via MHC classe I, gragas a capaci-
dade dos fagossomos de se fundirem com o reticulo
endoplasmatico, e do recrutamento de proteinas do
reticulo endoplasmatico para o fagossomo. Desta
forma, antigenos fagocitados podem ter acesso
ao citoplasma, sofrer degradacdo por proteases,
denominadas proteossomas, retornar ao fagossomo
através de transportadores associados ao processa-
mento de antigenos (TAP), e se ligar a moléculas
do MHC classe I situadas no fagossomo, levando a
posterior expressdo na superficie celular e ao reco-
nhecimento pelas células CD8*.©”

Os linfocitos ndo convencionais (CD4- e CD8"),
possuidores de receptores contendo as cadeias poli-
peptidicas gama/delta, reconhecem componentes
fosforicos do M. tuberculosis® independente do
MHC classe I ou II, enquanto que receptores de
linfocitos T, restritos apenas ao CD1, podem ser
estimulados por glicolipidios derivados da parede
da micobactéria.® Portanto, o sistema imune ¢
capaz de reconhecer e responder efetivamente
contra um amplo espectro de determinantes anti-
génicos de caracteristicas bioquimicas diferentes.
Neste reconhecimento, existe uma hierarquia entre
as subpopulacdes de células T que contribuem na
resposta imune a micobactéria, sendo os linfo-
citos T CD4* e CD8* os de maior importancia nessa
hierarquia."®'

Com relacdo a resposta imune inata, os neutro-
filos sdo as primeiras células inflamatdrias a
localizar-se no sitio de multiplicacdo do bacilo,
seguidas das células destruidoras naturais, células
natural killer (NK) em inglés, e macréfagos. As células
NK podem destruir os patogenos diretamente, ou
os mondcitos infectados, e ativar células fagociticas
no sitio da infeccdo.” Entretanto, foi demonstrado
que camundongos depletados de células NKI1.1
ndo apresentam maior susceptibilidade a infeccio
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por micobactérias.'” O reconhecimento e a fago-
citose de bactérias por células da imunidade inata
(neutrdfilos, macrofagos e células dendriticas) se
ddo via receptores de reconhecimento, como o
receptor para manose, receptores para a porcio Fc
de anticorpos (FcRs), e receptores para produtos de
ativacdo do sistema complemento, como o C3b e
C4b (CR1), entre outros.”’) A ativacio de receptores
de reconhecimento padrdo, como os receptores
do tipo Toll (Toll-like Receptors, TLRs, em inglés),
conduz a uma importante ligacdo entre a resposta
imune inata e a adquirida. A expressdo de moléculas
co-estimuladoras como CD80 e CD86, na superficie
de macréfagos e células dendriticas, ¢ induzida
apos o reconhecimento pelos TLRs de moléculas
especificas dos patégenos, como lipoarabinoma-
nanas, lipoproteinas e outros derivados lipidicos
do M. tuberculosis™' A ativacdo dos linfocitos
CD4+ envolve o reconhecimento do peptideo ligado
ao MHC de classe II e a interacdo entre moléculas
co-estimuladoras, como a interacio CD80/CD86-
CD28. Além disso, citocinas produzidas pelas células
apresentadoras de antigenos, como a interleucina
(IL)-12, e citocinas produzidas pelos linfocitos T
ativados, como a 1L-2, estdo envolvidas na ativacdo
e proliferacdo dos linfocitos T. Desta forma, anti-
genos especificos das micobactérias interagem com
TLRs e outros receptores presentes na superficie de
macréfagos e células dendriticas, induzindo, assim,
uma resposta imune celular predominantemente
pro-inflamatoria (Figura 1).

As citocinas, moléculas produzidas e secretadas
por diferentes células imunocompetentes, apos
algum estimulo, sdo um componente central da
defesa contra as micobactérias. Em todos os estagios
da resposta imune, as citocinas produzidas parti-
cipam dos processos regulatdrios, assim como das
funcoes efetoras.”) O reconhecimento da micobac-
téria e posterior secrecdo de 1L-12 por macréfagos
sdo processos iniciados antes da apresentacdo
de antigenos do M. tuberculosis aos linfécitos T
(Figura 1). A 1L-12 induz a producéo de interferon-
gama (IFN-y) em células NK, na fase inicial da
resposta imune, e também induz a ativacdo, diferen-
ciacdo, producédo de IFN-y e expansio de células Th1
antigeno-especificas. Recentemente, foram descritas
outras citocinas, produzidas por macréfagos e células
dendriticas, que apresentam atividade semelhante a
1L-12.9 A 1L-23, 1L-18 e 1L-27 também induzem
a producdo de IFN-vy, podendo a 1L-18 e a 1L-27
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Figura 1 - Mecanismos envolvidos na ativacdo de macrofagos e linfécitos T por micobactérias - O reconhecimento
e a fagocitose de micobactérias podem ocorrer via receptores para manana ou para produtos de ativagdo do sistema
complemento, incluindo o conhecido em inglés como complement receptor 1 (CR1). Apds serem fagocitados, os bacilos
sdo processados em fagolisossomos, e os antigenos (Ags) apresentados aos linfocitos T CD4+ via complexo principal
de histocompatibilidade, também conhecido em inglés como major histocompatibility complex (MHC), de classe II.
A fusdo de fagossomos com o reticulo endoplasmatico (RE) e/ou vesiculas apoptdticas fagocitadas pode favorecer a
apresentacio de Ags as células T CD8+ via MHC de classe 1. Por outro lado, a ativacdo de receptores tipo Toll (Toll-like
receptors, TLRs, em inglés) promove a degradacio e liberacdo do fator nuclear kappa B (nuclear Factor kappa B, NF-xB,
em inglés) que se move para o nucleo da célula e induz a ativacio da transcri¢do de uma variedade de genes que
levam a producdo de citocinas como interleucina (IL)-12 e fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha,
TNF-a, em inglés), e & expressio de moléculas co-estimuladoras como CD80 e CD86 (que interagem com CD28). A
1L-23, 1L-18 e 1L-27 também sdo produzidas pelos macréfagos e, juntamente com a 1L-12, induzem a producédo de
interferon-gama (IFN-v) pelos linfocitos T. A produgio de IL-2 e de receptores para 1L-2 ocorre nas células T ativadas e
induz a proliferacdo dos linfocitos T. O TFN-y e o TNF-o. ativam os mecanismos microbicidas dos macréfagos. O TFN-y
também estd envolvido na producdo de quimiocinas. A 1L-10, produzida por macréfagos e também por linfécitos T,
atua como imunossupressor endogeno. TCR: T-cell receptor (receptor de linfocitos T); FcR: receptor para a porgdo Fc
de anticorpos.

atuar em sinergia com a 1L-12, aumentando essa
atividade (Figura 1). Acredita-se que a 1L-27 atue em
uma fase precoce da resposta imune, precedendo a
IL-12 na indugdo da producdo de IFN-vy, enquanto
que a 1L-12 tem forte atuacdo na amplificacdo da
producdo de IFN-y e na expansdo de linfocitos Th1
em um estagio subseqiiente!'” (Figura 1). As células
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Th1 séo a principal fonte de 1L-2 e 1FN-y durante
a resposta imune adquirida, e sdo necessarias para
o controle da fase cronica da infeccdo, devido a
acdo destas citocinas sobre células T e macrofagos.
Sendo produzida por células dendriticas e macrd-
fagos e atuando nas células T, a 1L-12 forma uma
ligacdo entre as respostas inata e adquirida. Os indi-



Diagndstico imunoldgico da tuberculose: problemas e estratégias para o sucesso

viduos com mutacdo nos genes 1L-12p40 e 1L-12R
apresentam uma producio reduzida de TFN-y pelas
células T e sdo mais susceptiveis a infeccoes disse-
minadas pela vacina Bacille Calmette-Guerin (BCG)
e M. avium.'?

A capacidade bactericida do macréfago frente ao
M. tubercolosis necessita ser previamente ativada, e
o IFN-vy ¢ o principal e mais potente mediador desse
processo.!%'7 O TEN-y é capaz de incrementar a
expressdo de diversos genes no macrofago, induzir
um aumento na expressio do MHC (aumento na
apresentacdo de antigenos) e de receptores para
imunoglobulinas (FcRs; maior capacidade de fago-
citose), recrutar linfocitos T que participam da
destruicdo bacteriana, e participar da producio de
oxido nitrico. Embora a producdo de 1FN-y isolada
seja insuficiente para o controle do bacilo, o IFN-y ¢
um dos componentes cruciais para a resposta prote-
tora contra o patdgeno.®'*'” O TFN-vy, em sinergia
com o fator de necrose tumoral alfa, tumor necrosis
factor alpha (TNF-o) em inglés, ativa macrofagos
infectados, iniciando um importante mecanismo
efetor da imunidade mediada por células. Devido a
sua importancia, defeitos nos genes para IFN-y ou
receptor de IFN-y predispdem individuos a infec¢des
micobacterianas sérias.'® Embora a capacidade de
producdo de 1FN-y possa variar entre individuos,
alguns estudos sugerem que os niveis de IFN-y estdo
diminuidos em pacientes com TB ativa.'” Estes
niveis estdo ainda mais diminuidos em pacientes
com doenca pulmonar avancada.?® Além disso, foi
demonstrado que o M. tuberculosispode impedir que
macrofagos respondam adequadamente ao TFN-v.2"

Contudo, a importancia do 1FN-y na protecdo
contra varios patdgenos, incluindo parasitos, bacté-
rias e virus, ja foi bem estabelecida.?” Desta forma,
em diversos sistemas biologicos, a deteccdo de
IFN-y ou células produtoras de 1FN-vy, apds expo-
sicdo a antigenos, ¢ freqlientemente usada como um
marcador da atividade celular efetora.

As células Th2 sdo produtoras de 1L-4, 1L-5 e
IL10, citocinas envolvidas na ativacdo de células B
e na producdo de anticorpos. A imunidade contra
TB ¢ mediada por células Th1. Contudo, foi descrito
recentemente que, além das citocinas produzidas
por células Th1, existe uma producio de 1L-4 na
TB humana.”?? Devido ao forte efeito antago-
nista de 1L-4 na resposta Th1, demonstrou-se que
uma resposta Th1 pode ser prejudicada mesmo na
presenca de uma baixa resposta Th2.? A TL-4 tem a
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capacidade de regular negativamente a expressao de
TLR2 e a ativacio de macréfagos.'” Recentemente,
foram identificadas células T regulatorias CD4*,
CD25*, produtoras de 1L-10 e fator de crescimento
de transformacdo beta, capazes de expressar TLRs
(que podem reagir com micobactérias) e participar
da supressdo da imunidade protetora e, portanto,
sendo mais um fator potencialmente importante
no inicio da infeccdo, pois ¢ capaz de influenciar
laténcia ou progresso da TB."

0 sistema imune também conta com moléculas
que induzem a quimiotaxia ou sinalizacdo, denomi-
nadas de quimiocinas. Através de sua capacidade de
recrutar e focalizar distintas populacoes de leuco-
citos, as quimiocinas tém o potencial de intensificar
a resposta imune. Em modelos murinos 77 vivo e
in vitro, o M. tuberculosis induz a producio de
uma variedade de quimiocinas, incluindo proteina
inflamatdria de macrofagos 1 alfa, conhecida em
inglés como macrophage inflammatory protein 1
alpha (MIP-1a), MIP-2, proteina quimiotaxica de
mondcito 1 - monocyte chemoattractant protein 1
(MCP-1) em inglés - MCP-3, MCP-5 e proteina 10
induzivel por IFN-y.%9 O 1FN-y é capaz de regular
a producdo de varias quimiocinas. A monocina
induzida por TFN-y (conhecida em inglés como
monokine induced by TFN-y, MIG ou CXCL9) pode
cumprir esse papel, e ser usada como uma medida
sensivel e especifica na producdo de IFN-y. Um dos
primeiros efeitos envolvidos na liberacdo de 1FN-y
¢ a producdo de MIG pelos macrofagos.?” O MIG
vem sendo considerado um importante mediador da
resposta imune protetora. De fato, células mononu-
cleares do sangue periférico de pacientes com TB
produzem MIG em resposta a antigenos especificos
do M. tuberculosis, sendo essa producio significa-
tivamente menor nos individuos-controle vacinados
com BCG e provenientes de drea endémica.?®

Exitos e problemas na prevencio e
diagnostico da TB

As principais medidas para conter o avanco da
TB no mundo englobam o diagndstico precoce
dos pacientes, tratamento efetivo contra as formas
resistentes de TB e uma vacina mais aperfeicoada e
protetora do que a atual BCG.” A baixa eficiéncia
da vacina BCG foi demonstrada em estudos epide-
miologicos realizados em diversas partes do mundo,
podendo sua eficdcia contra a TB pulmonar variar
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entre 0 e 80%.%? As principais causas da baixa efici-
éncia da vacina BCG podem estar relacionadas aos
seqguintes fatores: 1) exposicdo a micobactérias do
meio ambiente;®? 2) variacGes genéticas na popu-
lagdo alvo ou nas cepas vacinais;” 3) diferengas
nutricionais nos individuos vacinados;®? e 4) exis-
téncia de co-infecgdes.®” Mesmo assim, em dreas de
baixa prevaléncia de TB, a vacinacdo é recomendada
para criancgas, logo apds o nascimento ou ao primeiro
contato com servigos de saude, para a prevencio de
meningite, com excecdo de criancas com AIDS.(?
Apesar dos continuos esforcos para se desenvolver
vacinas mais eficazes contra a TB, uma nova vacina
ndo foi aprovada até hoje. Ainda que uma vacina seja
desenvolvida, ela nédo ird prevenir a progressdo da
doenca ativa entre os mais de 2 bilhdes de pessoas
ja infectadas com M. tuberculosis. Portanto, mesmo
que uma nova vacina seja implementada mundial-
mente, sistemas de diagnostico e tratamento mais
efetivo serdo necessarios, nas proximas décadas,
para conter a TB.!'"?

Os métodos de diagnostico atualmente usados,
como a baciloscopia, a cultura microbiologica, a
radiografia de tdrax, e o teste intradérmico com
o derivado protéico purificado (purified protein
derivative, PPD, em inglés), ou teste tuberculinico,
ndo tém tido o sucesso desejado para diminuir a
incidéncia da TB de forma significativa.? Na
TB pulmonar, a tosse nido produtiva ¢ o sintoma
mais comum no inicio da doenca. Com o desen-
volvimento da infeccdo, o escarro comeca a ser
produzido quando aumenta a inflamacao e a necrose
do tecido pulmonar. Devido a isso, a baciloscopia
¢ o método prioritario de diagnostico e controle
durante o tratamento da TB. O principal método
para a pesquisa de bacilos no escarro ¢ a técnica
de coloracio especifica Ziehl-Neelsen (ZN). O ZN ¢
um método barato, que se baseia na coloracdo a
quente com fucsina fenicada, sequida de descolora-
mento com alcool-acido, fazendo com que somente
as micobactérias mantenham a coloracdo vermelha,
por serem acido-resistentes. A técnica de fluores-
céncia com auramina apresenta a mesma acuracia
do ZN, com tempo de leitura menor, mas ¢ pouco
empregada, pois exige pessoal treinado e tem custo
mais elevado. Além disso, as laminas positivas pela
técnica de fluorescéncia precisam ser confirmadas
pelo ZN. A baciloscopia, apesar de sua simplicidade
e baixo custo, tem como principal desvantagem o
fato de ser negativa em 30 a 50% dos casos de
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pessoas infectadas com A tuberculosis, em parte
devido a necessidade da presenca de pelo menos
5000 bacilos/mL de escarro.??

A cultura microbioldgica, geralmente empregada
em casos pulmonares suspeitos e negativos a baci-
loscopia, tem a vantagem de permitir a detecgdo
e o isolamento da micobactéria, a identificacdo da
espécie e/ou do complexo isolado, e a determinacéo
da sensibilidade do microorganismo aos quimio-
terapicos para TB. Os principais meios de cultura
utilizados sdo o de Léwenstein-Jensen (meijo solido
a base de ovo), e o Middlebrook (sélido ou liquido, a
base de agar). Apesar de sua importancia, a cultura
do M. tuberculosis ¢ um processo demorado, pois
0 bacilo tem um crescimento lento (15-20 h), e o
teste nem sempre apresenta 100% de positividade.”
Os sistemas automatizados para deteccdo de mico-
bactérias como o BACTEC 460 TB®, BACTEC 9000°
e 0 MGIT” sdo promissores, utilizam meios enrique-
cidos que promovem a aceleracdo do crescimento
bacteriano, mas podem também indicar resultados
falso-positivos devido a contaminacdo por outras
bactérias.®” Além do escarro, a baciloscopia e a
cultura para micobactérias podem ser feitas no
aspirado gastrico, lavado broncoalveolar, bidpsia
transbronquial, urina, sangue, liquor, liquido pleural
e peritoneal. A técnica de inducdo de escarro, com
nebulizacdo ultra-sonica de uma solugdo salina
hipertonica a 3%, revelou ser uma alternativa de
facil execucdo e melhor relacdo custo-beneficio
para o diagnostico de TB pulmonar com tosse nédo
produtiva. Esta técnica precede estudos invasivos
como a boncofibroscopia, estando sempre associada
a baciloscopia e a cultura de micobactérias.®?%

A radiografia do torax ¢ indicada como método
auxiliar no diagndstico da TB em pacientes sinto-
maticos e negativos a baciloscopia, em familiares
de pacientes baciliferos, e mesmo em suspeitos de
TB extrapulmonar. O método se baseia na presenca
de opacidades radioldgicas caracteristicas, tendo
utilidade no diagnodstico da TB pulmonar primaria
(opacidade mais homogénea e aumento no volume
dos linfonodos regionais) e TB pulmonar secundaria
(opacidade heterogénea, presenca de cavidades e
n(')dulos)'(”) A andlise radioldgica nio é, entretanto,
um exame especifico para detectar pacientes com
TB, visto que lesdes pulmonares semelhantes as
causadas pelo M. tuberculosis podem ocorrer em
outras doencas. Na pratica, a radiografia do torax
e o exame do escarro sdo aplicaveis em casos de
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suspeita de TB pulmonar.®¥ A tomografia computa-
dorizada do torax ¢ um método radioldgico de alta
resolucdo e mais sensivel do que a radiografia de
térax, mas apresenta alto custo, s6 estando dispo-
nivel em centros de referéncia.®”

Devido a imunodepressdo e conseqiiente defici-
éncia em conter o crescimento do M. tuberculosisnos
pulmdes, a disseminacdo hematogénica e posterior
envolvimento de um ou mais sitios extrapulmonares,
¢ mais freqliente em pacientes imunocomprome-
tidos, principalmente aqueles infectados com HIV.
As formas extrapulmonares de TB sdo mais dificeis
de serem diagnosticadas, em parte por serem menos
comuns e/ou familiares a maioria dos médicos. A
TB extrapulmonar pode envolver locais de dificil
acesso e, devido a natureza desses locais, alguns
bacilos podem causar grandes danos. A combi-
nacdo de bacilos e locais de dificil acesso dificulta
a confirmacdo bacteriologica e, freqliientemente,
s30 necessarios processos invasivos para o estabe-
lecimento do diagndstico. Devido a variedade de
sistemas organicos envolvidos na TB extrapulmonar
efou disseminada (miliar), as manifestacdes clinicas
podem ser bastante variadas. Os sinais e sintomas
apresentados sdo geralmente ndo especificos e sisté-
micos, como febre, perda de peso, suor noturno,
anorexia e fraqueza. Outros sintomas relacionam-se
com a severidade da doenca no 6rgdo envolvido.®?

O teste do PPD tem sido, ha longo tempo, utili-
zado como método auxiliar no diagnostico da TB
devido a sua alta positividade nos individuos com a
doenca. E usado, também, como método de triagem
para o diagnéstico da TB. E um método capaz de
identificar a infeccdo pelo M. tuberculosis, inclusive
na forma latente da TB, ndo sendo suficiente para
o diagnostico da TB como doenca. Desenvolvido
originalmente por Robert Koch, em 1890 (antiga
tuberculina), o0 método se baseia na reagio celular
(actmulo de células inflamatdrias) desenvolvida na
pele, 24 a 72 h apos a inoculacdo intradérmica de
PPD, uma mistura de proteinas de baixo peso mole-
cular. A tuberculina usada é o PPD-RT23 (preparada
pelo Statens Serum Institute, Copenhague) aplicada
por via intradérmica no antebraco, na dose de 0,1
mL. Um endurecimento local de mais de 5-15 mm,
dependendo dos fatores de risco do individuo, é
considerado um resultado positivo e indica infeccdo
pelo M. tuberculosis. Apesar de sua importancia, o
teste PPD ndo tem 100% de sensibilidade (porcen-
tagem de individuos doentes com teste positivo) ou
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especificidade (porcentagem de individuos sadios
que apresentam teste negativo). Em média, 10 a 25%
de pacientes com TB ativa ndo reagem ao PPD, e sua
especificidade também ¢ varidvel. Levantamentos
populacionais em dreas com diferente risco de
infeccdo por M. tuberculosis mostraram larga
variagdo no tamanho das reacdes, com acentuadas
diferencas entre diferentes areas geograficas.

O teste do PPD tem sensibilidade diminuida em
populacdes de pacientes imunocomprometidos,
pessoas recentemente infectadas e criancas muito
jovens. A especificidade ¢ baixa pois o PPD contém
diversos antigenos amplamente compartilhados
entre diferentes espécies de micobactérias, como as
micobactérias do ambiente, M. tuberculosis, M. bovis
e M. bovis (BCG).®Y Varios estudos tém demons-
trado que o PPD ndo distingue, com seguranca,
pessoas vacinadas com BCG daquelas expostas a
micobactérias do ambiente ou infectadas com M.
tuberculosis.*9 O fato de o PPD ainda continuar em
uso, ndo obstante essas limitacoes, revela a neces-
sidade urgente de viabilizar testes mais especificos
para o diagndstico da TB.

Iniciativas para um diagnostico
preciso da TB

Um teste de diagnostico imunoldgico esta dire-
tamente relacionado a resposta imune do paciente.
Portanto, a vantagem de um teste imunoldgico
esta na sua capacidade de demonstrar se o paciente
foi previamente sensibilizado pela micobactéria
e confirmar uma infeccdo, sem a necessidade de
deteccdo do bacilo no escarro ou em alguma outra
amostra bioldgica do paciente. Um teste /n vitro,
utilizando-se uma pequena amostra de sangue
periférico do paciente, pode ser suficiente para
realizar-se uma rapida investigagio imunoldgica.®”
A inclusio de controles positivos (mitogenos), em
um teste imunologico, permite distinguir indivi-
duos imunocompetentes (que nio apresentam uma
resposta celular especifica, mas respondem a mito-
genos) de individuos imunocomprometidos (HIV*)
(que ndo respondem, ou respondem fracamente, a
estimulos antigénicos especificos e mitogenos).

Na procura por novos antigenos que substituam
o PPD, varias regides do genoma do M. tuberculosis
foram definidas como sendo unicamente expressas
por cepas de M. tuberculosis; portanto, ndo sendo
encontradas na cepa vacinal do M. bovis (BCG) ou
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em outras espécies de micobactérias.®® Desta forma,
essas regides genomicas, que codificam antigenos
especificos do M. tuberculosis, sdo os principais
instrumentos para o desenvolvimento de novos
métodos de diagnostico da TB, pois representam
moléculas expressas e com grande potencial para
o desenvolvimento de respostas imunes especi-
ficas. Essas regides presentes no genoma do M.
tuberculosis, e ausentes no do M. bovis (BCG), sdo
conhecidas como regides de diferenca (RDs), tendo
sido caracterizadas 16 RDs.®® Na RD1 (Figura 2), sdo
codificados pelo menos dois antigenos promissores
para a deteccdo da TB —conhecidos em inglés como
Early Secreted Antigenic Target 6-kDa (ESAT-6),?
e Culture Filtrate Protein 10-kDa (CFP-10).“% Essas
duas proteinas estdo essencialmente presentes em
micobactérias patogénicas, como M. tuberculosis,
M. bovis e M. africanum,*V sdo secretadas em
grande quantidade quando essas micobactérias sdo
cultivadas, ou infectam o hospedeiro, e, principal-
mente, sio fortemente imunodominantes.®>*? Por
sua capacidade de induzir a ativacdo de células T
durante o inicio da TB, moléculas como o ESAT-6 e 0
CFP-10 apresentam um importante papel em certos
estagios do crescimento micobacteriano e na sobre-
vivéncia intracelular. Alguns estudos envolvendo
mutacdes nos genes que codificam o ESAT-6 e o
CFP-10 mostraram auséncia na inducdo da resposta
especifica de células T e anulacdo da viruléncia
da micobactéria.”’) A consequiéncia pratica dessa
imunodominancia é que essas duas moléculas sdo

M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum,
M. Kansasii, M. marinum, M. szuigai

RD1

4

\
I - .

CFP-10 ESAT-6

parceiras ideais para um método diagndstico.?**”
Além disso, ambos os antigenos podem ser utili-
zados de maneira isolada, ou unidos sob a forma de
uma molécula recombinante hibrida.?4%

Os testes imunoldgicos relacionados a produgao
de TFN-y por células T, em resposta a antigenos
presentes no M. tuberculosis e ausentes no M.
bovis (BCG), tais como ESAT-6 e CFP-10, vém
sendo desenvolvidos na tentativa de substituir o
teste cutineo pelo PPD.®? Os testes imunoldgicos
baseiam-se no conceito de que células T de indi-
viduos previamente sensibilizados por antigenos
do M. tuberculosis (células T de memdria) liberam
IFN-y quando reestimuladas por antigenos especi-
ficos. Este teste, ao contrario do teste cutdneo com
o PPD, é realizado ex vivo, ou seja, através da cultura
de uma amostra de células do sangue periférico do
paciente, por 24 h, em presenca de antigenos do
M. tuberculosis*” Conseqiientemente, as células
sensibilizadas e especificas produzem e secretam
IFN-y no sobrenadante da cultura, que pode ser
posteriormente detectado por meio de um ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Uma alta producio de
IFN-y em resposta a antigenos especificos do M.
tuberculosis indica sensibilizacdo prévia, mas nio
necessariamente em doencga ativa. Sob este aspecto,
a andlise de 1FN-y derivado de um teste imunol4-
gico ¢ similar ao teste com o PPD, ou seja, ndo se
consegue distinguir facilmente infeccdo latente de
doenca ativa.G>45-40)

M. bovis BCG, micobactérias do ambiente

Figura 2 - Presenca ou auséncia de genes da regido de diferenca 1 (RD1) em micobactérias - A RD1 do genoma de
micobactérias esta presente apenas no Mycobacterium tuberculosis, M. africanume M. bovis (complexo M. tuberculosis)
e em algumas micobactérias do meio ambiente (M. kansasii, M. marinum e M. szulgal), estando ausente na vacina
M. bovis Bacille Calmette-Guerin (BCG), em todas as cepas, e na maioria das micobactérias do meio ambiente. Na
RD1 estdo codificados os genes conhecidos em inglés como culture filtrate protein 10-kDa (CFP-10) e early secreted
antigenic target 6-kDa (ESAT-6), moléculas promissoras para o diagndstico imunoldgico da tuberculose.
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Dois testes baseados na producido de ITFN-y
por linfocitos T em cultura, e utilizando antigenos
expressos por genes presentes na RD1, estdo dispo-
niveis comercialmente. O primeiro deles foi o teste
QuantiFERON-TB® (Cellestis Limited, Carnegie,
Australia), aprovado pela agéncia norte-americana
Food and Drug Administration (FDA, Administracdo
de Alimentos e Medicamentos), em 2001, no qual
uma amostra do sangue periférico ¢ cultivada em
placas previamente preparadas e o sobrenadante
¢ analisado através do ELISA.“-*® Esta primeira
geracdo de ensaios imunologicos utilizou o PPD
como antigeno principal, e apresentava os mesmos
problemas de especificidade que o teste cutaneo
com o PPD, ou seja, baixa especificidade apesar
da alta sensibilidade.®® O teste inicial foi substi-
tuido pelo QuantiFERON-TB-Gold®, empregando
ESAT-6 e CFP-10 no lugar de PPD. Esse novo ensaio
imunoldgico foi aprovado pelo FDA em dezembro
de 2004.“7-%) ( teste oferece algumas vantagens,
como visita unica do paciente, resultados em 24 h,
auséncia de um novo desafio ao sistema imune do
individuo, e ndo esta sob a interferéncia de uma
vacinacdo prévia com o BCG. Contudo, o teste
requer um processamento da amostra sanguinea em
menos de 12 h apos sua obtencio, e ainda existem
poucos dados relativos a sua utilizagcdo para deter-
minar o risco de contrair a TB.#?

Outra ferramenta desenvolvida para a deteccdo
de 1FN-y € o ensaio conhecido em inglés como
enzyme linked immunospot (ELISPOT), no qual o
numero de células produtoras de IFN-y pode ser
quantificado.t>*°*? No ELISPOT, moléculas de
IFN-y secretadas por células do sangue periférico
se ligam especificamente a anticorpos monoclonais
anti-IFN-y previamente imobilizados em uma placa,
prevenindo o problema do consumo da citocina
durante a cultura, aumentando assim a sensibili-
dade do ELISPOT em relagdo ao ELISA. O T SPOT.
TB® (Oxford Immunotec, Oxon, UK) emprega ESAT-6
e CFP-10 como antigenos especificos para a esti-
mulacdo dos linfécitos T sanguineos. Este ensaio
aguarda a aprovacio da FDA.“

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos para
estudar a concorddncia entre o teste cutineo com
PPD e os testes de detecgdo de IFN-y considerando o
teste com PPD o determinante padrdo. A maioria dos
estudos demonstra uma concordancia que varia de
modesta a alta (60 a 80%) entre os dois testes.®?>?
Varios estudos sugerem que os testes direcionados
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para a deteccdo de IFN-y em resposta a antigenos
originados da RD1, superam o teste com PPD nas
seguintes caracteristicas: alta especificidade; melhor
correlacdo com medidas indiretas de exposicdo ao
M. tuberculosis, menor reatividade cruzada devido
a vacinacdo com BCG ou infeccdo com micobacté-
rias do meio ambiente; e procedimento laboratorial
mais rapido.®>*%) Por falta de um determinante
padrdo no diagnostico da TB, ¢ impossivel definir
com precisdo a sensibilidade e a especificidade dos
testes capazes de quantificar a producdo de IFN-y
para o diagnostico de infeccio latente.®”

0O teste sorologico, capaz de detectar anti-
corpos especificos contra micobactérias no soro, ¢
um método diagnostico atrativo devido a sua facil
realizagdo, capacidade de determinar os eventos
relacionados a resposta humoral apos a infeccéo,
e possivel aplicagdo no diagndstico da fase inicial
da doenca. Desta forma, a sorologia pode ser um
teste rapido e robusto o suficiente para ser imple-
mentado em condicOes adversas, como em paises
em desenvolvimento.5¥ E importante mencionar
que, em pacientes acometidos de AIDS, nos quais
o numero de células T estda diminuido ou mesmo
nulo, a determinacdo da resposta humoral pode ser
um instrumento valioso para auxiliar no diagnostico
precoce e no controle epidémico da infeccdo pelo
bacilo.

Entretanto, os testes soroldgicos apresentam
uma baixa sensibilidade e especificidade. Isto se deve
a grande heterogeneidade da resposta humoral em
pacientes com TB e a reatividade cruzada com outros
antigenos, como aqueles existentes em micobacté-
rias ambientais, comprometendo sua aplicagdo.””
Diversos ensaios foram realizados, visando o apri-
moramento do teste sorologico para o diagndstico
da TB. Para isso, diferentes preparacdes antigénicas
foram estudadas, como suspensdes de bactérias,
filtrado de culturas de bacilos, extratos de bactérias,
ou mesmo o PPD. A obtencdo de proteinas puri-
ficadas e especificas da micobactéria aumentou o
potencial do teste soroldgico para o diagndstico da
TB. Diversos antigenos de considerado valor sorolo-
gico foram identificados, como o antigeno 85A, a
proteina de 38 kDa, alfa-cristalina (16 kDa), MTB48 e
PGL-Th1.6? Alguns desses antigenos sio secretados
ou estdo presentes na parede do bacilo. Apesar de
a micobactéria ser um microorganismo intracelular,
e por isso estar protegida da acdo biologica dos
anticorpos, o fato de alguns antigenos secretados
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serem ao mesmo tempo imunodominantes justifica
a avaliacdo da resposta humoral e sua aplicacdo no
diagndstico da TB. Acredita-se que, no futuro, um
teste soroldgico eficaz ird conter diversos antigenos
especificos (coquetel antigénico), a fim de avaliar a
resposta imune humoral.®6->

Recentemente, foi divulgado um novo teste de
diagnodstico da TB, o e-nose em inglés, ou nariz
eletronico, que ¢ capaz de detectar componentes
volateis no soro."® Estes componentes sdo possivel-
mente liberados a partir do pulméo para a circulacéo,
por micobactérias presentes em uma infecc¢io ativa.
Este método pode distinguir mudancas nas proprie-
dades fisicas do soro (condutividade, resisténcia
e freqiiéncia), em resposta a certos grupamentos
quimicos originados da micobactéria e, portanto,
foi sugerido como um possivel teste diagnostico
para a TB bovina. Os autores ressaltam que esse
método apresenta facilidade de execucdo e baixo
custo, sendo possivel sua execucdo em larga escala.
Entretanto, ndo esta claro se este método sera
capaz de discriminar entre infeccdes causadas por
micobactérias patogénicas e por micobactérias ndo
patogénicas. E igualmente incerto o efeito da vaci-
nacdo pelo BCG sobre a sensibilidade deste método
de diagndstico.

A amplificacio 77 vitro do DNA da micobactéria
através de reacdo de polimerase em cadeia pode,
por sua vez, fornecer uma resposta diagndstica
rapida, apesar de este método exigir um laboratdrio
e pessoal técnico especializados.®®® 0 método nio
¢ de grande praticabilidade nos casos de TB extra-
pulmonar ou nos pacientes pediatricos, nos quais
¢ necessario haver um procedimento invasivo para
obtencdo de uma amostra para analise. De qualquer
forma, a comparacdo dos resultados obtidos em
diferentes laboratorios demonstrou haver grande
variabilidade na reproducdo desta técnica alta-
mente sensivel, ocasionando um elevado indice de
resultados falso positivos. Além disso, os métodos
deste tipo que estdo comercialmente disponiveis
ndo atingem o nivel de sensibilidade semelhante
ao método tradicional de cultura,®® principalmente
nos casos de baciloscopia negativa, comumente
encontrado em pacientes com HIV.

Consideracdes finais

O diagnostico rapido e especifico da TB ¢
vital para o controle da infeccdo bacilar. Apesar
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do enorme problema de saude publica mundial
que a TB ocasiona, os recursos médicos disponi-
veis para tratar e prevenir a doenca permanecem
limitados. E importante mencionar que nenhum
agente quimioterapico ou biologico novo contra
a TB foi introduzido nos ultimos 40 anos, e uma
vacina uniformemente efetiva ainda nao foi desen-
volvida. Os métodos diagndsticos pouco especificos,
ainda em uso, nio alteram o controle da infeccdo
pelo M. tuberculosis. Essas limitaces determinam a
necessidade de um entendimento melhor das bases
patoldgicas da TB e, especialmente, a elucidacdo de
mecanismos moleculares e celulares que regulam
a interacdo parasito-hospedeiro, a fim de desen-
volver, urgentemente, solucdes mais eficazes para
o combate a TB.
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