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RESUMO

A deteccdo de anticorpos especificos pode representar um instrumento valioso no
diagnéstico da tuberculose (TB). Neste trabalho niveis de anticorpos IgG contra os
antigenos ESAT-6, CFP10, 85B, 16kDa e HBHA do M. tuberculosis foram avaliados
em 102 amostras de soro de pacientes com TB pulmonar agrupados como: 1)
pacientes com TB ativa (n=33); 2) pacientes com 1 a 3 meses de tratamento (n=47);
3) pacientes que completaram 6 meses de quimioterapia (n=22). Foi incluido um
grupo controle formado por 38 individuos saudaveis vacinados com BCG. Niveis de
lgG1, 1gG2 e 1gG4 foram quantificados no soro de pacientes com TB ativa contra 0s
antigenos ESAT-6 e CFP-10. Foram detectados niveis elevados de anticorpos 1gG
contra ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA no soro de pacientes com TB ativa em
comparacdo com o grupo de pacientes que completaram o tratamento (p<0,05), e
em relacdo ao grupo controle sadio (p<0,05). Niveis de IgG contra 16kDa mostrou
um pico apdés 1-3 meses de quimioterapia. A andlise da curva ROC indicou
sensibilidade de 85% (ESAT-6), 94% (CFP-10), 91% (85B), 61% (16K) e 70%
(HBHA), e especificidade de 89% (ESAT-6), 87% (CFP-10), 82% (85B), 89% (16K) e
84% (HBHA). A area sob a curva ROC foi maior para os antigenos ESAT-6 (area =
0,946, IC 95%: 0,865 a 0,985) e CFP-10 (area = 0,942, IC 95%: 0,859 a 0,983),
guando comparada com os antigenos 16kDa (area = 0,809, IC 95%: 0,699 a 0,893)
e HBHA (area = 0,805, IC 95%: 0,694 a 0,890). O antigeno 85B (area = 0,909, IC
95%: 0,817 a 0,964) ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao antigeno
16kDa na analise da curva ROC. Uma predominancia de anticorpos IgG1 contra os
antigenos ESAT-6 e CFP-10 foi observada no soro de pacientes com TB ativa. A
deteccdo de anticorpos IgG contra ESAT-6 e CFP-10 pode representar um
instrumento adicional para o diagndéstico da tuberculose, e pode ser potencialmente
atil como indicativo do sucesso do tratamento.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis. Anticorpos. Resposta humoral. ESAT-
6. CFP-10. 85B. HBHA. 16kDa.



ABSTRACT

Detection of specific antibodies may represent a valuable tool in the diagnosis of
tuberculosis (TB). In this work levels of IgG antibodies against ESAT-6, CFP-10, 85B,
16kDa and HBHA M. tuberculosis antigens were measured in 102 serum samples
from pulmonary TB patients grouped as: 1) active TB patients (n=33); 2) patients who
had received 1 to 3 months of anti-TB chemotherapy (n=47); and, 3) patients who
had completed 6 months of chemotherapy (n=22). A control group formed by 38 BCG
vaccinated healthy controls was included. levels of 1gG1, IgG2 and 1gG4 were also
guantified in the serum of patients with active TB against the ESAT-6 and CFP-10
antigens. Elevated levels of IgG against ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa and HBHA
were detected in active TB patients in comparison with the group of patients that
completed the treatment (p<0,05) and in comparison with the healthy control group
(p<0,05). Levels of IgG against 16kDa had a peak after 1-3 months of chemotherapy.
The ROC curves indicated sensitivity of 85% (ESAT-6), 94% (CFP-10), 91% (85B)
61% (16kDa) and 70% (HBHA), and specificity of 89% (ESAT-6), 87% (CFP-10),
82% (85B), 89% (16K) e 84% (HBHA). The area under the ROC curve was larger
when the ESAT-6 (area = 0.956, IC 95%: 0.865 to 0.985) and CFP-10 (area = 0.942,
IC 95% per cent: 0.859 to 0.983) antigens were used, in comparison to 16kDa (area
= 0.809, IC 95%: 0.699 to 0.893) and HBHA (area = 0,805, IC 95%: 0,694 to 0,890).
The 85B antigen (area = 0,909, IC 95%: 0,817 to 0,964) did not exhibit statistic
difference in relation to the 16kDa antigen in ROC curve analysis. A predominant
detection of IgG1 against ESAT-6 and CFP-10 was observed in active TB patients.
Detection of IgG antibodies to ESAT-6 and CFP-10 may represent an additional tool
in TB diagnosis, and may be potentially useful as indicative of the treatment success.
Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Antibodies. Humoral response. ESAT-6.
CFP-10. Rv1419. 85B. HBHA. 16kDa.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

A tuberculose (TB) permanece como um dos maiores problemas de saude
publica no mundo (MURRAY, 1999). Estima-se que um terco da populagdo mundial
esteja infectada pelo Mycobacterium tuberculosis, sob o risco de desenvolver a
enfermidade (Ministério da Saude, 2007). A tuberculose é a segunda principal
causa de mortes por doencas infecciosas depois da AIDS, levando ao Obito
aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas anualmente (WHO, 2007). O numero de
novos casos de TB por ano é estimado em cerca de 8,8 milhdes, sendo que 80%
estdo concentrados em 22 paises. Bangladesh, China, india, Indonésia e Paquistao,
paises mais populosos da Asia, representam a metade dos casos de TB no mundo.
A Africa, em particular a regido do Sub-Saara, apresenta o mais alto indice de
tuberculose (350 casos por 100.000 habitantes). O Brasil, com estimados 100.000
NOvVOS casos por ano, ocupa a 15° posicao entre os paises com maior incidéncia de
TB no mundo (WHO, 2007).

Nos paises desenvolvidos a tuberculose € mais frequente entre as pessoas
idosas, nas minorias étnicas e imigrantes estrangeiros. Nos paises em
desenvolvimento, estima-se que ocorram 7,5 milh6es de novos casos, atingindo a
todos os grupos etarios, com maior predominio nos individuos economicamente
ativos (15-54 anos) (Ministério da Saude, 2007).

O Brasil apresenta numeros que Sao extremamente preocupantes seja
considerando a situacdo do pais como um todo ou apenas por regides. Em 2000
foram notificados 82.249 casos novos, sendo 38.690 no sudeste, 23.196 no
nordeste, 9.281 no sul, 5.901 no norte e 3.522 no centro-oeste. E a distribuicdo de
formas clinicas, no Brasil, mostrou: 60,7% de pacientes com TB pulmonar,
baciloscopia positiva; 24,9% com TB pulmonar sem confirmacdo bacterioldgica e
14,4% com TB extrapulmonar (HIJJAR et al.,, 2001). Como a tuberculose é uma
doenca com profundas raizes sociais, relacionadas a ma distribuicdo de renda e a
pobreza, estas taxas variam de acordo com as regides (Ministério da Saude, 2007).

Com o surgimento, em 1981, da sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(SIDA/AIDS), vem-se observando, tanto em paises desenvolvidos como nos em

desenvolvimento, crescente numero de casos notificados de tuberculose em
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pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Esta associacao
(HIV/TB) constitui, nos dias atuais, um sério problema de saude publica, podendo
levar ao aumento da morbidade e mortalidade pela tuberculose em muitos paises
(Ministério da Saude, 2007). Além disso, A infeccdo com o virus HIV pode contribuir
para o aumento da incidéncia da TB no mundo, uma vez que, pacientes com HIV
apresentam maior risco da infeccéo latente progredir para doenca ativa e transmitir a
infeccéo a outras pessoas (MORENS, FOLKERS e FALCI, 2004).

Outro grande problema que reforca a gravidade da TB no mundo é o aumento
do numero de pacientes com tuberculose multi-drogas resistente (MDR). Em 2000
foi estimado que 3,2% dos novos casos de tuberculose no mundo pertenciam aos
casos de MDR (ESPINAL, 2003). Estes dados mostram a importancia do diagnostico
precoce e tratamento efetivo, bem como de estratégias de prevencao e controle para
a tuberculose (VALADAS e ANTUNES, 2005).

1.2 Mycobacterium tuberculosis

Identificado por Robert Koch em 1882, M. tuberculosis € a espécie mais
importante do complexo Mycobacterium tuberculosis, que engloba M. tuberculosis
(MTB), M. bovis, M. africanum, M. Canetti e M. microti (MORRONE et al., 2003;
PALMAS-NICOLAS e BOCANEGRA-GARCIA, 2007). No entanto, outras
micobactérias  ocasionalmente  determinam  doenca, principalmente  nos
imunodeprimidos, nos idosos, e nos portadores de broncopneumopatias cronicas
(MORRONE et al., 2003).

As micobactérias podem ser divididas em trés grupos com base nos critérios
clinicos. O primeiro grupo inclui os patdgenos tipicos ou estritos ao homem e alguns
animais, dentre eles os membros do complexo M. tuberculosis e M. leprae, M
paratuberculosis e M. lepraemurium. Estes patdgenos, geralmente, ndo sao
encontrados no meio ambiente (PORTAELS, 1995). O segundo grupo consiste de
micobactérias potencialmente patogénicas. A maioria € encontrada em todos 0s
lugares na natureza e podem tornar-se patogénicas em circunstancias especiais,
como em individuos imunocomprometidos. Este grupo é representado por bactérias
do complexo M. avium-intracellulare (M. avium subsp. avium, M. avium subsp.
paratuberculosis, M. avium subsp. silvaticum e M. intracellulare), patdégenos

oportunistas capazes de causar doenca tanto no homem como no animal. O terceiro
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grupo consiste normalmente de espécies saprofiticas, ndo patogénicas ou
excepcionalmente patogénicas (PORTAELS, 1995). Essas micobactérias foram
inicialmente denominadas andnimas e atualmente s&o conhecidas coletivamente
como atipicas, micobactérias outras que M. tuberculosis (MOTT), micobactérias ndo
M. tuberculosis (NTM) ou micobactérias do meio ambiente (PORTAELS, 1995;
INDERLIED, KEMPER e BERMUDEZ, 1993).

As micobactérias sao bacilos retos ou ligeiramente curvos, medindo de 0,2 a
0,6 um de diametro e 1 a 10 um de comprimento (Ministério da Saude, 2002). M.
tuberculosis é um patégeno aerdbico obrigatdrio o qual tem preferéncia pelos tecidos
pulmonares ricos em oxigénio (RAJA, 2004). Devido a caracteristica de sua parede
celular ser rica em lipidios, os bacilos corados séo refratarios a descoloragao por
solucdes acidas, dai serem chamados de bacilos alcool-acido resistentes
(TRABULSI, TOLEDO e SILVA, 1991).

As bactérias do complexo M. tuberculosis s&o classificadas como
micobactérias ndo pigmentadas de crescimento lento, seu tempo de geracao € longo
podendo variar de 14 a 20 dias dependendo do meio de cultura empregado para o
seu crescimento. Podem ficar em estado de dorméncia por longos periodos, fator
responsavel pela reativacdo da infeccdo (Ministério da Saude, 2002). Além destas
caracteristicas, uma peculiaridade importante das cepas virulentas do complexo M.
tuberculosis € o agrupamento dos bacilos formando ramos alongados e tortuosos,
conhecidos como fator corda ou crescimento em corda (COELHO et al., 2007).

As micobactérias apresentam um alto conteudo lipidico em sua parede
celular, sendo este responsavel por importantes efeitos biolégicos como a inducao
da formacé&o de granuloma. O M. tuberculosis é, de modo geral, resistente a acdo de
agentes quimicos e sensivel a acdo de agentes fisicos como o calor e a radiacéo

ultravioleta (Ministério da saude, 2002).

1.3 Tuberculose

1.3.1 Transmisséao

Os bacilos do M. tuberculosis sao facilmente transmitidos de pessoa para

pessoa (BOOM et al., 2003). O paciente com a tuberculose pulmonar pode exalar o

bacilo através da tosse, espirro, fala ou saliva (WHO, 2007). Calcula-se que, durante
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um ano, numa comunidade, uma fonte de infec¢do podera infectar, em média, 10 a
15 pessoas que com ela tenham tido contato (Ministério da saude, 2002).

A tuberculose pode ser transmitida através das seguintes formas: inalagcdo de
particulas contendo o M. tuberculosis; ingestdo de material contaminado,
usualmente o leite; e inoculagdo direta, ocorrendo entre trabalhadores da area de
saude. A transmissdo por inalacdo é a forma predominante em todo o mundo,
especialmente em paises onde é rotineiro o uso do leite pasteurizado, que elimina o
M. bovis (SEPKOWITZ, et al., 1995).

A intensidade do contato com o doente € uma das condi¢des que faz com que
a tuberculose esteja associada a populacdo de baixa renda. Nesta camada social,
familias numerosas convivem muito proximamente em casas pequenas, mal
ventiladas e umidas. A fala, o espirro e, principalmente, a tosse de um doente com
tuberculose pulmonar, lancam no ar goticulas contaminadas de tamanhos variados.
As goticulas mais pesadas se depositam rapidamente e as mais leves permanecem
em suspensdo no ar, ou porque Sao pequenas ou porque sofrem evaporacao.
Somente os nucleos secos das goticulas com diametros de até 5um e com 1 a 2
bacilos em suspensdo podem atingir os bronquiolos e alvéolos e iniciarem a
multiplicacdo. As goticulas médias sdo, na sua maioria, retidas pela mucosa do trato
respiratério superior e removidas dos bronquios através do mecanismo mucociliar.
Os bacilos assim removidos sdo deglutidos, inativados pelo suco gastrico e
eliminado nas fezes. Os que se depositam nas roupas, lengdis, copos e outros
objetos dificilmente se dispersardo em aerossois e, por isto, ndo desempenham

papel importante na transmissao (Ministério da Saude, 2007).

1.3.2 Doenca

A tuberculose atinge, principalmente, os pulmdes. A forma extrapulmonar é
mais rara, podendo afetar qualquer 6rgéo ou tecido, surgindo com maior frequéncia
em criancas e individuos com infeccéo por HIV (Ministério da Saude, 2006). A forma
extrapulmonar ocorre em cerca de 15% dos casos de pacientes com tuberculose
(RAJA, 2004).

A infeccdo pelo M. tuberculosis apresenta-se sob duas formas: a forma
primaria que ocorre em individuos que ainda ndo tiveram contato com o bacilo

(primoinfeccédo), sendo, portanto, mais comum em criancas. A forma secundaria que



19

se desenvolve a partir de uma nova infeccao, reinfeccdo exdégena, ou da reativacédo
de bacilos latentes, reinfeccdo endégena (BOMBARDA et al., 2001).

A infeccdo primaria envolve a replicacdo do M. tuberculosis dentro dos
macréfagos alveolares dos espacos terminais dos pulmdes. Ap6s multiplicacdo
intracelular, desencadeia-se o processo de imunidade celular (Ministério da Saude,
2000). Os macrofagos ativados aglomeram-se ao redor dos bacilos, transformando-
se, parte deles, em células epitelidides e células gigantes. Clones de linfécitos
formam um manto periférico ao redor dos macréfagos, constituindo o granuloma,
cuja funcdo béasica é a de barreira a disseminacdo do bacilo a outras células do
tecido. O conjunto de granulomas formados recebe o nome de nédulo de Ghon. Ao
conjunto formado pelo nodulo de Ghon, linfangite e linfadenite da-se o nome de
complexo primario da tuberculose que, dependendo da carga bacteriana, da
viruléncia dos bacilos e do grau de hipersensibilidade e resisténcia do hospedeiro,
pode evoluir para a cura ou para a doenca (BOMBARDA et al., 2001).

A doenca primaria evolui a partir do foco pulmonar (processo pneuménico
parenquimatoso) ou, com maior frequéncia, do foco ganglionar. Esses ganglios
podem fistulizar-se para um brénquio adjacente e determinar a disseminagao
broncogénica da tuberculose. Com a expansao das lesbes destrutivas, os bacilos
atingem os vasos sanguineos e disseminam-se nos pulmdes e para outros 6rgaos
(BOMBARDA et al., 2001). Quando ocorre disseminacao por via hematogénica para
cérebro, rins, corpos vertebrais, linfonodos e regido apical dos pulmdes, a doenca,
evolui para o quadro de tuberculose primaria progressiva, tuberculose miliar ou
tuberculose disseminada (Ministério da Saude, 2000).

A tuberculose poOs-primdria ou secundaria € considerada uma reativacdo de
lesdes prévias de bacilos dormentes e causam uma infeccado granulomatosa crénica.
Frequentemente essa reativacdo esta relacionada com periodos de
imunodepressao. Histologicamente a tuberculose secundaria é caracterizada por
presenca de necrose caseosa que produz lesdes localizadas (ANDREU et al., 2004).

M. tuberculosis determina trés tipos basicos de reacdes inflamatorias:
exsudativa, produtiva e necrotica. A inflamacdo exsudativa € encontrada
principalmente na infec¢do primaria, antes do desenvolvimento de hipersensibilidade
tardia. A reacdo produtiva se caracteriza pela formacdo de granulomas ou
tubérculos, que sdo constituidos de macréfagos (células epitelidides), linfécitos e

outras células. Os granulomas geralmente aparecem quando a quantidade de
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bacilos, ou de antigenos, no sitio de infecgdo € baixa e a hipersensibilidade tardia
apresenta niveis elevados (TRABULSI, TOLEDO e SILVA, 1991). A reagdo necrética
ocorre, basicamente, quando a quantidade de antigeno no local da infeccédo e a
hipersensibilidade dos tecidos s&o bastante elevados. A necrose encontrada na
tuberculose é do tipo caseoso, se caracterizando ainda por ser incompleta e pobre
em oxigénio. Embora possa ocorrer durante a infecg@o priméaria, a necrose caseosa
€ caracteristica da tuberculose secundaria (TRABULSI, TOLEDO e SILVA, 1991).

1.4 Respostaimunoldgica

1.4.1 Resisténcia e susceptibilidade

A historia natural da tuberculose mostra que muitas pessoas sao resistentes a
infeccdo, provavelmente, devido a capacidade de desenvolver uma eficiente
resposta imune ao M. tuberculosis. Entretanto, muitos individuos séo incapazes de
livrar-se completamente da bactéria, podendo desenvolver a doenca ou permanecer
com a infeccdo latente. Dos individuos expostos ao M. tuberculosis, 10 a 30%
tornam-se infectados. Destes, somente 5 a 10% desenvolvem a tuberculose ativa
(NORTH e JUNG, 2004).

Entre os individuos imunocompetentes susceptiveis com tuberculose ativa,
85% apresentam exclusivamente a forma pulmonar. Nos individuos
imunocomprometidos, tais como pessoas infectadas com HIV, a tuberculose
freqientemente € mais agressiva e pode tornar-se disseminada (TEIXEIRA,
ABRAMO e MUNK, 2007).

A probabilidade de o individuo infectado desenvolver a doenca depende de
multiplas causas, destacando-se dentre elas, as condicbes soOcio-econbmicas e
algumas condicbes médicas, tais como, diabetes mellitus, uso prolongado de
corticosteréide ou outros imunossupressores, uso de drogas e infeccdo pelo virus
HIV. Além disso, a evolucdo da doenca pode depender da viruléncia do bacilo, da
fonte infectante e das caracteristicas genéticas do hospedeiro (Ministério da Saude,
2007). Estudos tém mostrado uma associacdo entre a TB e genes que codificam
proteinas como NRAMP1 e receptores de vitamina D, que estdo envolvidos na
resisténcia associada a fagocitose e destruicdo do M. tuberculosis pelos macréfagos.

Tais pesquisas sugerem que alguns individuos podem apresentar predisposi¢ao
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genética a TB. Entretanto, até o momento, a contribuicdo genética na incidéncia
global da TB néo foi avaliada devido a grande dificuldade em separar a influéncia
dos fatores ambientais da predisposi¢cdo genética a TB (DAVIES e GRANGE, 2001,
FRIEDEN et al., 2003).

1.4.2 Imunidade celular frente ao Mycobacterium tuberculosis

Considerando a resposta imune inata, os neutréfilos séo as primeiras células
inflamatérias a chegarem ao sitio de multiplicacdo do bacilo M. tuberculosis seguidos
pelas células natural killer (NK) e macrofagos. As células NK podem destruir o
patdgeno diretamente ou matar mondocitos infectados, além de induzir a ativacao de
células fagocitarias no sitio de infeccéo (RAJA, 2004; TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK,
2007). O reconhecimento e a fagocitose do bacilo pelas células da imunidade inata
(neutrdfilos, macréfagos e células dendriticas) ocorrem através de receptores de
complemento (CR1, CR2, CR3 e CR4) e receptores de manose (SCHLESINGER,
1996; SCHLUGER e ROM, 1998). Outros receptores de superficie de macréfagos e
células dendriticas, como os receptores Toll-Like (TLRs) também estdo envolvidos
no reconhecimento de bactérias, assegurando, uma importante conexao entre as
respostas imune inata e adquirida (NORTH e JUNG, 2004; KRUTZIK e MODLIN,
2004).

A imunidade protetora frente ao M. tuberculosis e outras micobactérias
depende da ativacao de linfocitos Thl CD4+ e de citocinas produzidas pelas células
Thl (KAUFMANN, 1993). Em humanos, a notavel suscetibilidade de pacientes com
AIDS a tuberculose tem demonstrado o critico papel dos linfocitos T CD4+ na
imunidade protetora (ELLNER, 1997; MURRAY, 1999).

A ativacdo de linfocitos T CD4+ envolve o reconhecimento do antigeno-
especifico bacteriano apresentado na superficie de macrofagos infectados
associados a moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de
classe Il, além da interacdo de moléculas co-estimulatérias, tais como, interacéo
entre CD80/CD86-CD28 (MURRAY, 1999; TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK, 2007).
Os linfécitos T CD4 ativados secretam interferon gama (IFN-y), e sdo chamados de
Linfocitos T tipo 1 (Thl). Linfécitos Thl secretando IFN-y e o fator de necrose

tumoral (TNF-a) podem ativar a capacidade bactericida e microbicida dos
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macroéfagos, via producdo de NO. Os macrofagos ativados, principais células que
produzem TNF-o, também secretam IL-12 e IL-18, citocinas envolvidas na
resisténcia a infec¢céo pelas micobactérias (MURRAY, 1999).

Varias citocinas estédo envolvidas na resposta imunolégica ao M. tuberculosis.
A interleucina 12 (IL-12) induz ativacéo, diferenciacdo e producdo de IFN-y, bem
como a expansao de células Thl antigeno-especifico (MURRAY, 1999). A producéo
de IFN-y também pode ser induzida pelas citocinas IL-23, IL-18 e IL-27, um processo
gue pode ser acelerado quando IL-18 e IL-27 atuam em sinergismo com a IL-12
(TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK, 2007). O TNF-a, por sua vez, parece estar
envolvido em mdltiplos papéis na imunopatogénese da tuberculose, sendo secretado
por macrofagos, células dendriticas e linfocitos T. A secrecdo de TNF-a estimula a
expressao de moléculas de adeséao, quimiocinas e receptores de quimiocinas (RAJA,
2004). A IL-6, produzida por macréfagos, células dendriticas e linfécitos T, € uma
citocina com atividade pro-inflamatdria, importante no recrutamento de células para o
sitio da infeccdo ao M. tuberculosis (LAW et al., 1996). Outras citocinas como IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 sédo produzidas por células Th2, que promovem a imunidade
humoral (DLUGOVITZKY et al., 2000; RAJA, 2004) e ainda atua na regulacdo da
resposta contra TB. A IL-10, especialmente, € considerada uma importante citocina
reguladora da resposta imunologica. Células T regulatérias CD4+CD25+ (TreQ)
participam na regulacdo da resposta imunologica secretando IL-10 e fator de
transformacédo do crescimento-beta (TGF-B) (MCHUGH e SHEVACH, 2002). Estas
células podem atuar na resposta imune contra doencas infecciosas facilitando a
permanéncia do patégeno (VAHLENKAMP, TOMPKINS e TOMPKINS, 2004; CHEN
et al., 2007) ou modulando a resposta imunoldgica na infec¢do, por regular a funcéo
de células T efetoras CD4+ e CD8+ (HORI, CARVALHO e DEMENGEOT, 2002).
Mason et al. (2007) mostraram que camundongos infectados com M. tuberculosis
H37Rv produziram IL-10 e TGF-B por células T CD4+CD25+, e a neutralizacdo
destas citocinas resultou no aumento da producdo de IFN-y. Assim, na TB a IL-10
pode inibir a ativacdo de macrofagos, diminuindo a producdo de IL-12, e
consequentemente diminuindo os niveis de IFN-y produzidos por células T (RAJA,
2004).

A interacdo de linfocitos TCD4+ e macrofagos tém um papel central na

imunidade protetora contra o M. tuberculosis. No entanto, outros subgrupos de
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células T, tais como células T CD8+, células T y6 e célula T CD1 restritas, também
auxiliam na resposta imune contras as micobactérias (BOOM et al., 2003).

Células T CD8+ podem reconhecer fragmentos peptidicos apresentados na
superficie de células infectadas expressando MHC de classe |, os quais séo
expressos em praticamente todas as células do organismo (KAUFMANN, 2005). No
caso das micobactérias, tem sido observado que elas induzem apoptose de células
infectadas, os quais subsequentemente liberam vesiculas apoptéticas contendo
antigenos micobacterianos. Estas vesiculas sdo internalizadas por outras células,
gue processam 0 material antigénico para subsequente apresentacao, via MHC de
classe |, aos Linfécitos T CD8+, processo conhecido como “crosspriming” ou
sensibilizacdo cruzada (WINAU et al., 2006).

Tem sido sugerido que apoptose de macrofagos infectados constitui uma
alternativa que pode contribuir para a defesa do hospedeiro. Este mecanismo
impede a fuga do patdégeno no interior da célula e prejudica sua propagacéo pelo
sequestro e retencao das micobactérias dentro das vesiculas apoptéticas que seréo
capturadas por outros fagocitos (KEANE et al.,, 1997; KEANE, REMOLD e
KORNFELD, 2000). Porém, alguns estudos tém mostrado que linhagens virulentas
de micobactérias, como o M. bovis, podem induzir menos apoptose que as linhagens
de M. bovis atenuado, indicando que as micobactérias virulentas sdo capazes de
modular a apoptose de macrofogos infectados, e assim beneficiar seu crescimento
intracelular e disseminacao as células adjacentes (RODRIGUES et al., 2009).

Outro mecanismo de ativacdo de linfécitos T CD8+ tem sido observado em
um processo chamado de “crosspresentation” ou apresentacdo cruzada. Neste
processo, antigenos fagocitados podem ter acesso ao citoplasma, sofrer degradacéo
pelas proteases, conhecidas como proteossomos, retornar ao fagossomo atraves
das proteinas transportadoras de antigenos (TAPs), onde se ligardo as moléculas de
MHC de classe | e, subseqientemente, serdo apresentadas aos Linfécitos T CD8+
(GUERMONPREZ et al., 2003). Linfocitos T CD8+ ativados secretam IFN-y, embora
em menor quantidade em relacdo as células T CD4+. Além disso, células T CD8+
expressam granzimas, perforinas, o que os tornam capazes de lisar macréfagos
infectados (BOOM et al., 2003).

As células que expressam TCR composto de cadeias polipeptidicas gamma/

delta (células T yd) reconhecem componenetes fosforilados do M. tuberculosis
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(BOOM, et al., 2003). Estas células também séo capazes de produzir IFN-y e lisar
macrofagos infectados, ajudando a controlar o desenvolvimento da doenca.
(SCHLUGER e ROM, 1998; BOOM, et al., 2003). O subtipo menos comum de
linfécitos é o das células T CDL1 restritas. Estes linfocitos reconhecem glicolipidios de
micobactérias e também estdo envolvidos no controle da tuberculose (FLYNN, 1995;
BOOM, et al., 2003).

1.4.3 Imunidade humoral frente ao Mycobacterium tuberculosis

Para uma eficaz protecdo contra a infeccao pelo Mycobacterium € essencial
uma potente resposta mediada por células. Entretanto, elementos da imunidade
inata e humoral podem desenvolver importantes papeis em auxiliar e potencializar a
imunidade celular (DE VALLIERE et al., 2005). Os anticorpos, por exemplo, podem
aumentar a resposta imune por meio de alguns mecanismos, incluindo neutralizagéo
de toxinas, opsonizacdo, ativacdo do sistema complemento e inducdo de
citotoxidade celular mediada por anticorpos (DE VALLIERE et al., 2005). Embora, o
M. tuberculosis resida dentro dos macréfagos nos pulmdes, a necrose, que
representa uma manifestacéo clinica classica da TB, é um estagio da doenca em
gue o bacilo pode ser encontrado no meio extracelular e potencialmente em contato
com os anticorpos (TEITELBAUM et al., 1998).

Estudos sobre a resposta imune na TB tém demonstrado pouca importancia a
imunidade humoral em decorréncia das contradicées de sua eficiéncia no combate a
infeccdo, como foi demonstrado em alguns trabalhos utilizando modelos murinos
deficientes em células B (VORDERMEIER et al.,, 1996; JOHNSON et al., 1997).
Porém, recentemente, esta controvérsia do papel dos linfocitos B e seus produtos na
resposta imune da TB tem sido questionada por pesquisas que conseguiram
observar progressdo da infeccdo em camundongos deficientes em células B,
indicando a importancia destas células na imunidade do hospedeiro, no contexto de
uma resposta imune eficaz na infeccdo pelo M. tuberculosis (BOSIO, GARDNER e
ELKINS, 2000; DE VALLIERE et al., 2005). Outros estudos também confirmam a
importancia das células B e dos anticorpos no combate a TB. Tjarnlund et al. (2006)
demostraram que camundongos deficientes em receptores de Ig polimérica
apresentaram maior susceptibilidade a infec¢do pelo M. tuberculosis. J&, Roy et al.

(2005) mostraram que o tratamento de camundongos infectados com M. tuberculosis
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com imunoglobulina intravenosa (IVIG), resultou em uma reduzida carga bacteriana
no baco e nos pulmdes.

A importancia dos anticorpos na TB também foi demonstrada pela utilizagdo
de anticorpos monoclonais (mAbs) contra antigenos especificos de micobactéria.
TEITELBAUM et al. (1998), demonstraram que mAbs especificos contra o antigeno
de superficie liporabinomanan (LAM) conferiram protecao a camundongos infectados
com o M. tuberculosis. Interessante notar, tais anticorpos ndo apresentaram
nenhuma atividade bactericida ou inibitéria contra a infeccdo ou replicacao
bacteriana. Entretanto, foi observado que estes anticorpos anti-LAM alteraram a
natureza de granulomas nos pulmdes, sugerindo uma possivel atuacdo dos
anticorpos em intensificar a resposta imunologica mediada por células.

De acordo com os resultados obtidos nas pesquisas com mAbs, alguns
estudos tém demonstrado que anticorpos podem atuar modificando a expressao de
citocinas e, desta forma, influenciar as respostas mediadas por células. Em seus
experimentos, Maglione et al. (2008), mostraram que camundongos C57BL/6
deficientes em receptores com funcéao inibitéria FcyRIIB, apresentaram aumento do
controle da infeccdo com elevada resposta Thl nos pulmdes, evidenciado por
aumento na producédo de IFN-y por células T CD4+, e elevada expressdo de MHC de
classe Il e moléculas coestimulatorias B7-1 e B7-2. De forma oposta, camundongos
C57BL/6 apresentando remocao da cadeia y do receptor Fcy, mostraram grande
susceptibilidade a infeccdo pelo M. tuberculosis, com exarcebada imunopatologia,
associado ao aumento da producdo da citocina IL-10 (MAGLIONE et al., 2008;
MAGLIONE e CHAN, 2009). Além disso, Maglione, Chu e Chan, (2007), observaram
gue camundongos deficientes em células B infectados com 100 CFU do M.
tuberculosis, apresentaram exarcebada imunopatologia, com elevada producédo de
IL-10 nos pulmdes. Aumentando o indéculo para 300 bacilos viaveis, ocorreu
aumento da susceptibilidade associado a elevada mortalidade. Notavelmente, esse
guadro de progressao da infeccdo foi revertido com a transferéncia adotiva de
células B. Baseados nestes estudos Maglione e Chan (2009) sugeriram que a
ligacdo de imunoglobulinas produzidas por células B em receptores Fcy de células
apresentadoras de antigenos poderia modular a resposta imunolégica frente ao M.

tuberculosis.



26

Muitas questdes sobre o papel das células B e dos anticorpos permanecem
ainda sem respostas na imunidade da TB. Entretanto, mais estudos poderiam
revelar como estas células atuam de forma a otimizar a resposta imunolégica contra
o M. tuberculosis, e possivelmente tais pesquisas poderiam auxiliar no

desenvolvimento de novas vacinas e métodos de diagnostico na TB.

1.5 Prevencéao e controle

O Programa Nacional de Controle da Tuberculose tem como propdsito reduzir
a transmissao do bacilo da tuberculose na populagéo através do diagndstico precoce
e tratamento adequado dos casos. As metas internacionais estabelecidas pela
Organizacdo Mundial de Saude e pactuadas pelo governo brasileiro sdo a
descoberta de 70% dos casos e o tratamento de 85% dos mesmos (Ministério da
Saude, 2007). Alem do diagnéstico e tratamento precoce também sado medidas de
controle da tuberculose o tratamento da infeccéo latente dos contatos e a vacinacao
(PEREIRA et al., 2007).

1.5.1 Vacinacéo

Em 1908, Camille Calmett e Albert Guérin iniciaram o desenvolvimento de
uma vacina contra a tuberculose, utilizando uma linhagem do Mycobacterium bovis
proveniente de uma vaca com mastite tuberculosa. Apés 13 anos de passagens
sucessivas em meio de cultura, realizada a cada trés semanas, perfazendo um total
de 231 passagens, 0s pesquisadores obtiveram uma cepa atenuada do
Mycobacterium bovis original. A vacina produzida com M. bovis atenuado passou a
ser utilizada em humanos, recebendo o nome de BCG (Bacilo Calmette-Guérin)
(STARKE, 1997).

O efeito protetor da primeira dose da vacina BCG contra as formas clinicas de
meningite tuberculosa ou TB miliar é elevado. No entanto, os resultados sao
discordantes em relacdo a forma pulmonar, variando de auséncia de efeito a niveis
préximos de 80% (PEREIRA et al., 2007).

No Brasil, a vacina BCG é prioritariamente indicada para as criancas de 0 a 4
anos de idade, sendo obrigatdria para menores de um ano, como dispde a Portaria

n° 452, de 6/12/76, do Ministério da Saude (Ministério da Saude, 2007). Apesar de
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nao ser a vacina ideal, o BCG tem um papel importante para o controle,
principalmente em locais com alta incidéncia de tuberculose (PEREIRA et al., 2007).
Dentre as perspectivas futuras para o controle da TB esta o desenvolvimento
de novas vacinas. As principais estratégias podem envolver vacinas com
micobactérias vivas atenuadas, que consistem de vacinas BCG geneticamente
modificadas expressando antigenos protetores do M. tuberculosis, ou mutantes
atenuados obtidos a partir de engenharia genética. Ja outros estudos tém focado no
desenvolvimento de vacinas de subunidades (DNA, vetor viral recombinante ou
proteinas recombinante), que sdo capazes de expressar um ou mais antigenos
imunodominantes do M. tuberculosis relacionados com a inducdo de protecao
(ANDERSEN et al., 1995; TEIXEIRA et al., 2006; PEREIRA et al., 2007).

1.5.2 Tratamento

O tratamento dos individuos com tuberculose deve ser realizado segundo
uma série de critérios pré-estabelecidos que abordem idade e peso do paciente,
presenca concomitante de HIV/SIDA e carga bacilar obtida em laminas com escarro
ou lavado broncoalveolar coradas em Ziehl-Nielsen ou pelo método de contagem de
Unidades Formadoras de Colbénia (CFU), que levam em torno de 30 dias (HART,
BEECHING, DUERDE, 1996).

Os principais medicamentos utilizados no tratamento da tuberculose sédo a
izoniazida, rifampicina e pirazinamida. Apdés duas semanas tomando o0s
medicamentos ndo ocorre mais a transmissdo. No entanto, apesar da simplicidade
do tratamento, muitos doentes o abandonam, principalmente por ja se sentirem
melhor, 0 que leva ao desenvolvimento de cepas mais resistentes (Ministério da
Saude, 2000).

Hoje, linhagens de TB resistentes as principais drogas anti-TB tem emergido.
TB-droga resistente refere-se a casos de tuberculose causados por uma linhagem
isolada do M. tuberculosis que é resistente a pelo menos uma das drogas
pertencentes a primeira linha de tratamento da tuberculose (SINGH, 2004). Chama-
se de multi-drogas resistentes (MDR) primaria quando o paciente nunca recebeu
nenhum tratamento anterior de TB e ja apresenta resisténcia. Normalmente foi
contaminado por outro MDR. Na resisténcia secundaria ou adquirida evidencia que

0S pacientes receberam no minimo um tratamento anterior com mais de um més de
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duracdo. Normalmente é ocasionada pelo mal uso dos farmacos, administracdo
irregular e principalmente pelo abandono do tratamento. O paciente normalmente
apresenta baciloscopia positiva mesmo apds o 4° més de tratamento e pode
apresentar os sinais e sintomas sugestivos de TB pulmonar ou extrapulmonar
(Ministério da Saude, 2007).

1.5.3 Diagndstico

O diagndstico precoce e o tratamento eficaz sdo as bases para a interrupcao
da cadeia de transmissdo da tuberculose e o controle da doenga em qualquer grupo
social (HINRICHSEN, 2005).

O diagnostico de certeza necessita do isolamento do M. tuberculosis, pois o
guadro clinico é inespecifico. O sintoma mais comum € a tosse persistente,
inicialmente seca e depois, as vezes, com eliminacdo de escarro mucoide e
hemoptise por mais de quatro semanas. Sintomas sistémicos sdo comuns, como
febre (baixa e vespertina), suores noturnos e perda de peso. A suspeita de
tuberculose deve ser sempre intensificada em pacientes com sintomas respiratorios,
principalmente naqueles com alteracbes imunologicas, como desnutridos,
alcodlatras e diabéticos (HINRICHSEN, 2005).

O diagnéstico da tuberculose deve ser feito atravées dos exames clinico,

bacterioldgico e radiologico, nenhum deles pode ser dispensado (PILHEU, 1998).

1.5.4 Exames bacterioldgicos

Com suspeita clinica de tuberculose, deve-se coletar escarro, inicialmente trés
amostras, preferencialmente, pela manha, em jejum, durante trés dias consecutivos,
antes da higiene oral. Este procedimento € importante para aumentar a positividade
do método (SINGH, 2004). O escarro coletado deve ser corado pelo método de
Ziehl-Neelsen para pesquisa direta de bacilos alcool-acido-resistente (BAAR), que
aparecerdo como pequenos filamentos vermelhos a microscopia (HINRICHSEN,
2005). Muitos laboratérios tém utilizado auramina que permite a visualizagdo do
bacilo por fluorescéncia, e ao contrario da coloragdo por Ziehl-Neelsen, requer

menos tempo para identificagdo do microrganismo (SINGH, 2004). A baciloscopia



29

direta €, portanto, o método diagndstico de escolha, por seu facil acesso, baixo custo
e rapidez (HINRICHSEN, 2005).

Entre os métodos bacteriolégicos, a cultura € considerada como método
padrdo ouro, no entanto apresenta desvantagens porque requer longo tempo para o
crescimento do bacilo, 14-21 dias para gerar coldnias visiveis (PILHEU, 1998;
SALTINI, 2006). Por esta razdo é indicada para os casos suspeitos de tuberculose
pulmonar persistentemente negativos ao exame direto (baciloscopia) e para o
diagnostico de formas extrapulmonares como meningoencefélica, renal, pleural,
O0ssea ou ganglionar. A cultura também esta indicada nos casos de suspeita de

resisténcia bacteriana as drogas, seguida de teste de sensibilidade (FUNASA, 2004).

1.5.5 Exame histopatologico

O exame histopatolégico é o meéetodo empregado principalmente na
investigacdo das formas extrapulmonares. A lesdo apresenta-se como um
granuloma, geralmente com necrose e infiltrado histiocitario de células
multinucleadas. Como esta apresentacdo ocorre em outras doencas, o achado do
bacilo do M. tuberculosis na lesdo é fundamental para auxiliar o diagnostico de
tuberculose (FUNASA, 2004; Ministério da saude, 2006).

1.5.6 Diagndstico por imagem

O diagndstico por imagem tem grande destaque no diagnéstico da
tuberculose, sendo a radiografia do térax o exame mais utilizado pela possibilidade
de serem visualizadas as lesdes comumente encontradas nos apices pulmonares
(HINRICHSEN, 2005).

A tomografia computadorizada pode ser de grande auxilio em alguns casos
em que a radiografia do térax apresenta resultados imprecisos, por alteracbes
parenquimatosas minimas ou por ndo permitir distinguir antigas lesdes da
tuberculose ativa. No entanto, € um método de maior custo e menor oferta, restrito
aos centros de referéncia (Ministério da Saude, 2007).

O exame radiologico é auxiliar no diagnéstico da tuberculose, sendo
largamente utilizado nos casos suspeitos. Nesses pacientes, o exame radioldgico

permite a selecédo de portadores de imagens sugestivas de tuberculose ou de outra
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patologia, sendo indispensavel submeté-los a exames bacterioldgicos para se fazer
um diagndstico preciso, ja que ndo é aceitavel, exceto em criancgas, o diagnoéstico de
tuberculose pulmonar sem investigacdo do agente causal pela baciloscopia de
escarro (FUNASA, 2004). A radiologia também fornece informacdes essenciais para
a conduta e acompanhamento destes pacientes e € extremamente importante para o

monitoramento de possiveis complicacbes (ANDREU et al., 2004)

1.5.7 Diagnostico imunolégico

O teste cutaneo com o derivado protéico purificado do M. tuberculosis
(“purified protein derivative — PPD) é indicado como método auxiliar no diagnéstico
da tuberculose. Em caso de teste positivo isoladamente, indica apenas infec¢do e
nao é suficiente para confirmar o diagnostico da tuberculose (FUNASA, 2004).

O derivado protéico PPD RT23 é utilizado tanto no Brasil quanto na Europa,
aplicado por via intradérmica no terco medio da face anterior do antebraco esquerdo,
na dose de 0,1 ml, equivalente a 2UT (unidades de tuberculina). A técnica de
aplicacdo e o material utilizado sdo padronizados pela Organizacdo Mundial de
Saude (Guia de vigilancia epidemiologica, 2004; CASCANTE et al., 2007).

A leitura do teste é realizada 72 a 96 horas ap0s a aplicacdo, medindo-se,
com régua milimetrada, o maior diametro transverso da area de endurecimento
palpavel. O resultado, registrado em milimetros, classifica-se como:

e Omm a 4mm — ndo reator — individuo nédo infectado pelo M.
tuberculosis ou com hipersensibilidade reduzida.

e 5mm a 9mm — reator fraco — individuo vacinado com BCG ou
infectado pelo M. tuberculosis ou por outras micobactérias.

e 10mm ou mais — reator forte - individuo infectado pelo M. tuberculosis,
gue pode estar doente ou nao, e individuos vacinados com BCG nos
ultimos dois anos.

O principal incoveniente do teste cutaneo é a utilizacao de proteinas que néo
sdo especificas do M. tuberculosis, mas compartilhadas com as micobactérias do
ambiente, o que diminui muito a especificidade da prova (CASCANTE et al., 2007).
Outras circunstancias podem interferir nos resultados dos testes, como por exemplo:

individuos vacinados com BCG; uso de farmacos (corticbides e outros
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imunossupressores); portadores de doencgas imunodepressoras (AIDS, sarcoidoses
e outras neoplasias) (FUNASA, 2004; CASCANTE et al., 2007).

Nos ultimos anos tém sido investigados novos métodos de diagndstico
baseados na quantificacdo “in vitro” da resposta imune celular. Estes métodos
denominados genericamente de IGRA (interferon-y release assay), ensaios de
deteccdo de IFN-y, detectam a liberacdo de IFN-y por linfécitos T em resposta a
antigenos especificos do M. tuberculosis (CASCANTE et al., 2007). Existem trés
testes disponiveis comercialmente: T-SPOT.TB (TS-TB), QuantiFERON-TB Gold
(QFT-G) e QuantiFERON-TB Gold “in tube” QFT-GIT (BOCCHINO et al., 2008). A
vantagem dos testes imunoldgicos esta na capacidade de demonstrar se 0 paciente
ja foi sensibilizado pelo antigeno e confirmar infeccdo sem a necessidade de
detectar o agente etiologico em alguma amostra biolégica do paciente. Um teste in
vitro, utilizando pequena amostra de células do paciente pode ser suficiente para a
realizacdo de uma rapida investigacdo imunolégica (TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK,
2007).

Outro método imunolégico comumente estudado para o diagnostico da
tuberculose é baseado na deteccdo de anticorpos no soro contra antigenos do
Mycobacterium, dos quais podem ser proteinas, lipidios ou polissacarideos (PALMA-
NICOLAS e BOCANEGRA-GARCIA, 2007). Andlises baseadas na deteccdo de
anticorpos contra o Mycobacterium séo alternativas importantes para o tradicional
método de diagnostico da tuberculose ativa uma vez que se detecta resposta imune
durante a infeccdo. Além disso, o tipo de imunoglobulina detectado, IgG ou IgM,
pode indicar se o0 processo esta progredindo ou ndo. Métodos sorologicos também
sdo vantajosos por serem de facil aplicacdo e por apresentarem baixo custo. No
entanto, estes métodos sdo bastante limitados para o diagnéstico da tuberculose
devido a sua baixa especificidade e sensibilidade aos antigenos do Mycobacterium
(PALMAS-NICOLAS e BOCANEGRA-GARCIA, 2007; TEIXEIRA, ABRAMO e
MUNK, 2007).

A maioria dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA) desenvolvidos para
deteccdo de anticorpos utilizam antigenos bem definidos, 0os quais apresentam
multiplos epitopos, alguns dos quais sao especificos do M. tuberculosis (VERMA e
JAIN, 2007), como por exemplo, proteinas codificadas dentro da regido de diferenca
1 (RD1), uma regido cromossdmica conservada em cepas virulentas de M. bovis e
M. tuberculosis (MAHARIAS et al., 1996; GOLETTI et al., 2006), que esta ausente no
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genoma de todos os tipos de Mycobacterium bovis bacilo Calmette-Guérin (BCG) e
em muitas micobactérias que ndo causam tuberculose (ABEBE et al., 2007;
GREENAWAY, 2005). O reconhecimento destas proteinas por células do sistema
imunolégico durante a TB, bem como a auséncia dessas proteinas no genoma do
BCG e muitas micobactérias do ambiente (MAHARIAS et al., 1996; GOLETTI et al.,
2006), tém estimulado um grande interesse no potencial desses antigenos para o

desenvolvimento de novos métodos de diagnostico.

1.6 Antigenos do Mycobacterium tuberculosis

ESAT-6 e CFP-10 proteinas imunodominantes secretadas nos estagios
iniciais de infeccédo, tém-se mostrado como bons marcadores da infeccdo por M.
tuberculosis (POLLOCK e ANDERSEN, 1997; AREND et al., 2000; ABRAMO et al.,
2006). Respostas as proteinas ESAT-6 e CFP-10 mediadas por linfocitos T de
pacientes com TB e de camundongos infectados sdo caracterizadas por forte
secrecdo de IFN-y (HARBOE et al., 1998; MUSTAFA et al., 2000; SPENSER et al.,
2004). De um modo geral, varios estudos tém indicado ESAT- 6 e CFP-10 como
indutores potenciais de resposta Thl (MEHER et al., 2007). Testes baseados na
deteccdo de IFN-y por células T em resposta aos antigenos ESAT-6 e CFP-10 tém
apresentado elevada sensibilidade (73-86%) e especificidade (93-100%) no
diagndostico de pacientes com tuberculose (PINXTEREN et al., 2000; KANUNFRE et
al., 2008; SOYSAL et al., 2008). Por outro lado, recente estudo mostrou que ESAT-6
em alta concentracdo pode inibir a producdo de IFN-y em culturas de células T,
podendo, portanto, atuar como importante fator de viruléncia na patogénese da TB
(WANG et al., 2009).

ESAT-6 e CFP-10, sdo codificados pela regido de diferenca 1 (RD1), uma
regido cromossdmica presente na maioria das espécies virulentas de micobactérias
(M. tuberculosis, M. africanum, M. kansasii, M. marinum, M. zulgai e M. flavescens),
e ausentes em todas as espécies de M. bovis BCG e em muitas micobactérias néo
patogénicas do ambiente (HARBOE et al., 1996; BERTHET et al., 1998). Por serem
reconhecidos por células do sistema imunologico durante a infec¢cdo e por estarem

ausentes em muitas micobactérias ndo patogénicas e nas linhagens de M. bovis
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BCG, estes antigenos sado muito utilizados na pesquisa de novas vacinas e novos
métodos de diagnéstico (LAURENS et al., 2000).

O complexo 85 (Ag85) formado pelos antigenos de 30/32 KDa, tem sido foco
de extensiva pesquisa nos ultimos anos. O antigeno 85 contém trés proteinas
estruturalmente relacionadas: 85A (MPT44) de 32 kDa, 85B (MPT59) de 30 kDa e
85C (MPT45) de 32,5 kDa (LIM et al., 1999; NAGAI et al., 1991), que constituem
uma familia de proteinas codificadas pelos genes fbpA, fbpB e fbpC respectivamente
(ARMITINGE et al., 2000). Tem sido mostrado que estas proteinas possuem
atividade micolil-transferase e provavelmente desenvolvem algum papel na sintese
da parede celular (ARMITINGE et al., 2000).

Dentre as fracbes do complexo 85 (Ag85), diversos estudos tém mostrado
gue o antigeno 85B induz a proliferacdo e a liberacdo de altos niveis de IFN-y em
cultura de linfécitos T de camundongos imunizados (ANDERSEN et al., 1995;
TEIXEIRA et al., 2006). Além disso, camundongos imunizados com plasmidios que
codificam componentes do complexo 85, mostraram que a vacinacdo com DNA-
Ag85B induz uma forte resposta humoral com elevados niveis de anticorpos IgG,
IgG1 e IgG2a anti-85B e uma forte resposta celular frente ao Ag85B recombinante,
caracterizada por elevados niveis de citocinas tipo Thl e baixos niveis Th2,
conferindo protecdo a subsequente infeccdo com micobactérias vivas (TEIXEIRA et
al., 2006).

A proteina 16KDa pertence a superfamilia alpha cristalina de pequenas
proteinas de choque térmico foi isolada da fracdo citosdlica e apresenta massa
molecular de 16kD (RAJA et al., 2002). Tem sido referida de forma variada como: a
cristalina (acr, Rv2031c), Hspx e antigeno de 16kDa (YUAN, CRANE e BARRY,
1996). O gene que codifica esta proteina € encontrado somente nas espécies do
complexo Mycobacterium tuberculosis e, anticorpos contra Hspx ndo apresentam
ligacBes cruzadas com micobactérias comuns do ambiente (MANCA et al., 1997).
Este antigeno contém epitopos-especificos de células B para o complexo
Mycobacterium tuberculosis (VERBON et al., 1992), como mostrado pela presenca
de anticorpos especificos para esta proteina em 70% de pacientes com TB pulmonar
escarro-positivos e 50% escarro-negativos, e ainda foi detectada a presenca desses
anticorpos em individuos com TB latente (RAJA et al., 2002; DEMISSIE et al., 2006).

Ja com relacdo a imunidade por células T, tem sido relatado que células T CD4* e
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CD8" de pacientes com TB reconhecem epitopos da proteina 16kDa (CACCAMO et
al., 2002; CACCAMO et al., 2003).

O antigeno de 16kDa né&o é detectavel durante o crescimento exponencial do
M. tuberculosis, mas, produzido em maior quantidade durante a fase estacionaria
(YUAN, CRANE e BARRY, 1996). Nesta fase, as micobactérias estdo presentes em
baixo numero. O microambiente onde elas sobrevivem ¢ bastante hostil,
apresentando acesso restrito aos nutrientes e oxigénio, baixo pH e elevados niveis
de enzimas hidroliticas, radicais de nitrogénios reativos e radicais de oxigénio
reativos liberados pelo sistema imune do hospedeiro (DEMISSIE et al.,, 2006). A
importancia desta proteina durante a fase latente foi demonstrada pela reduzida
capacidade de crescimento de micobactérias deficientes para o gene que codifica a
proteina 16kDa em macrofagos (YUAN et al., 1998).

HBHA (Heparin binding hemaglutininn adhesin) € uma proteina associada a
superficie do Mycobacterium tuberculosis que esta envolvida na aderéncia da
bactéria as células epiteliais (MENOZZI et al., 1996). Esta proteina € produzida por
todos os membros do complexo Mycobacterium tuberculosis, incluindo o BCG
(MENOZZI et al., 1996).

A proteina HBHA sofre um processo de metilacdo envolvendo residuos de
lisina presentes no dominio C-terminal. Esse dominio metilado contendo muitas
repeticbes ricas em lisina sdo funcionalmente importantes para interacdo da
micobactéria com receptores contendo heparina-sulfato na superficie de células
epiteliais (PETHE et al., 2001). Além disso, o processo de metilacdo da proteina
HBHA também é importante para inducao de imunidade protetora ao M. tuberculosis.
Fato comprovado pela protecédo ndo observada quando camundongos BALB/c foram
imunizados subcutaneamente com a proteina HBHA recombinante produzida pela E.
coli, que ndo apresenta os dominios metilados encontrados na proteina nativa do
HBHA (TEMMERMAN et al., 2004).

Estudo recente demonstrou que a ruptura do gene hbha que codifica a
proteina HBHA no M. tuberculosis ou M. bovis BCG afeta a interacdo da bactéria
com as células epiteliais, mas ndo com células fagocitarias, indicando a importancia
desta proteina para a disseminagdo extrapulmonar do Mycobacterium tuberculosis
(PHETE et al.,, 2001; PHETE et al.,, 2002). Também foi demonstrado que a
disseminacao do bacilo é limitada quando micobactérias tipo selvagem (MT103) sé&o

incubadas com anticorpos anti-HBHA por duas horas antes da infec¢do intranasal
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em camundongos C57BL/6. Sendo portando, sugerido que resposta por anticorpos a
proteina HBHA pode ajudar na protecdo imunoldgica contra o M. tuberculosis
(PHETE et al., 2001).

Estudos sobre a resposta imunoldgica na tuberculose se inserem em
pesquisas cujas estratégias envolvem mecanismos celulares compreendendo,
principalmente, o padrdo de resposta imunolégica Thl, que € essencial para o
controle da infeccdo. No entanto, apesar de pouco pesquisado, 0 pequeno nimero
de publicacdes sobre a resposta humoral na TB apresenta indicios de que a
auséncia de células B e seus produtos em camundongos infectados com M.
tuberculosis aumentam a suscetibilidade do hospedeiro a infeccdo (BOSIO,
GARDNER e ELKINS, 2000; DE VALLIERE et al., 2005). Essa perspectiva de uma
possivel atuacado da resposta humoral na TB foi o motivo pelo qual nos levou a
realizar uma avaliacdo mais detalhada da resposta humoral de pacientes infectados
pelo M. tuberculosis em uma regido endémica para TB como Juiz de Fora — MG,
através da deteccdo de anticorpos contra novos antigenos especificos do M.

tuberculosis, que apresetam grande potencial para o diagnéstico da TB.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta humoral, quantificando niveis séricos de IgG total, IgG1,
lgG2 e IgG4 frente aos antigenos do M. tuberculosis em pacientes apresentando
tuberculose pulmonar em diferentes tempos de tratamento, pacientes com

tuberculose extrapulmonar e individuos sadios.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar através do método ELISA os niveis de IgG total dos pacientes com
tuberculose frente aos antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16K e HBHA do M.

tuberculosis, de acordo com a forma clinica e tempo de tratamento.

e Estabelecer a sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes pela analise

da curva ROC (receiver operator characteristic curve).

e Quantificar através do método ELISA os niveis de IgG1, IgG2 e IgG4 dos
pacientes com tuberculose pulmonar ativa frente aos antigenos ESAT-6 e

CFP-10 do M. tuberculosis, de acordo com o tempo de tratamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracteristicas demograficas da populacdo estudada

Soros de 129 pacientes com tuberculose foram selecionados no Setor de
Pneumologia da Policlinica Central de Saude Puablica de Juiz de Fora (MG).
Inicialmente os soros foram divididos em duas categorias de acordo com a forma
clinica da doenca (102 pacientes com TB pulmonar e 27 pacientes com TB
extrapulmonar) e, posteriomente, em trés categorias de acordo com o estagio de
tratamento dos pacientes com tuberculose pulmonar: | - pacientes com tuberculose
ativa, 33 pacientes sem tratamento prévio ou com até 15 dias de tratamento, que
ainda mantém baciloscopia positiva; Il - pacientes no primeiro trimestre de
tratamento, 47 pacientes com 1 a 3 meses de quimioterapia; Ill - pacientes tratados,
22 pacientes com 6 meses de quimioterapia. As caracteristicas da populacéo
estudada revelaram que a maioria dos pacientes era do sexo masculino (62%) e
apresentavam cicatriz vacinal (73%). A idade dos pacientes variou entre 13 a 79
anos, havendo média de idade de 35 anos (Tabela 1).

Foram incluidos no estudo apenas os pacientes com diagnostico da doenca
confirmado por baciloscopia ou cultura, além do exame clinico e da realizacdo do
exame radiolégico, como preconizado pelo Ministério da Saude. Foram critérios de
exclusdo: AIDS, diabetes, hepatite, hipertensédo, gravidez e alcoolismo. Trinta e oito
estudantes e funcionarios da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
vacinados com BCG, sem histéria de contato prévio com a infeccdo pelo
Mycobacterium tuberculosis, e cinco estudantes estrangeiros, ndo vacinados com
BCG, e de area ndo endémica para tuberculose, foram incluidos no estudo como
grupo controle.

Todos os individuos selecionados foram informados a respeito da importancia
e proposito de sua colaboracdo e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, conforme consta no parecer aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (n°® 256/2008).
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Tabela 1- Caracteristicas demogréficas dos pacientes com tuberculose.

TB Pulmonar (n=102)°

oM 1-3M 6M TB extra- TB total
(n=33) (n=47) (n=22) pulmonar"(n=27) (n=129)

Idade

(Média £+SD) 40,3 +16,6 31,3 +104 352+17,3 36,6 + 12,1 345+14,6

(Variacao) 13-79 13-54 13-75 15-62 13-79
Género

Masculino (%) 63 66 57 48 62

Feminino (%) 37 34 43 52 38
Cavidade®

Com (%) 33 29 35 0 31

NA (%) 59 69 57 0 66

Sem (%) 08 02 07 06
BCG*

Sim (%) 67 75 93 74 73

NA (%) 12 14 ] 0 09

N3o (%) 21 1 07 26 18

a— 102 pacientes com tuberculose pulmonar, sendo 33 pacientes na fase ativa de infecgdo (OM), 47 que receberam 1 a 3
meses de tratamento (1-3M) e 22 que completaram 6 meses de quimioterapia (6M).

b — 27 pacientes com tuberculose extrapulmonar.

¢ —Pacientes com TB que apresentaram lesao cavitaria nos pulmées no exame de Raio X

d— Paciente que apresentaram cicatriz vacinal (BCG).

NA— Nao avaliado.

3.2 Antigenos estudados

Os antigenos utilizados neste estudo foram as proteinas recombinantes:
ESAT-6 (early secreted antigenic target-6), CFP-10 (culture filtrate antigen-10),
Ag85B (proteina de filtrado de cultura de 30kDa), 16kDa (HspX ou alfa-cristalina) e
HBHA (heparin binding hemaglutininn adhesin). Todos sintetizados e purificados
pela Leiden University Medical Center, Holanda e doados pelo professor Dr. Tom H.
M. Ottenhoff, colaborador deste trabalho. Todos os antigenos foram testados na

concentracao de 2 ug/mil.
3.3 Coleta de sangue e obtencdo de amostras de soro
Para coleta de sangue e obtencdo do soro de pacientes e controles foram

utilizados tubos de vacutainer sem heparina. Os tubos com o0 sangue coletados

foram deixados a temperatura ambiente por duas horas. Em seguida, apdés a



39

coagulacao sanguinea, os soros foram coletados e congelados em freezer -20°C até

0 UsO.

3.4 Padronizacéao dos testes

Soro de 15 pacientes com TB ativa, sem tratamento prévio; 15 individuos
controle sadio de &rea endémica, estudantes e funcionarios da Universidade Federal
de Juiz de Fora; 05 individuos controle sadio de area ndo endémica, estudantes
estrangeiros, foram utilizados nas seguintes diluicbes: 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320
e 1/640. Esses soros foram testados quanto a presenca de anticorpos IgG
especificos para o antigeno ESAT-6, com o objetivo de estabelecer a melhor diluicdo
do soro para a detecédo de anticorpos em pacientes com TB e individuos controle
sadio. Posteriormente, foi realizado a padronizacéo do ELISA relacionado a etapa do
bloqueio das placas, para verificar qual bloqueio apresentaria menor ocorréncia de
reacdes inespecificas. Para isto, foi utilizado soro de 05 pacientes com TB ativa e 05
individuos controle sadio de area endémica na diluicdo 1/20. Tais soros foram
testados quanto a presenca de anticorpos IgG especificos para o antigeno ESAT-6
guando utilizando como bloqueio o soro de cabra ou a albumina sérica bovino
(BSA).

3.5 Ensaio imunoenzimatico

Amostras de soro foram analisadas pelo teste ELISA indireto de acordo com
Souza et al. (2005), com modificagBes. Assim, placas de poliestireno, de 96 pocos
foram sensibilizadas com 2ug/ml (100ul/pogo) de antigeno do M. tuberculosis ESAT-
6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA em tampao carbonato/bicarbonato 0,06M, pH 9,6.
As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C em camera umida e, em seguida
lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS a 0,15M, pH 7,2) contendo 0,05%
de Tween-20 (PBS-T). As placas foram incubadas por 1h a temperatura ambiente
com solucéo bloqueio PBS-T contendo 10% de soro de cabra. As amostras de soro
foram adicionadas em seguida (100pul/poco, em duplicata) na diluicdo de 1/20 em
PBS-T contendo 10% de soro de cabra. Apos incubagdo por 1 hora a 37°C, as
placas foram novamente lavadas e o conjugado, anticorpo policlonal anti-lgG
(1/3000) e anti-lgM (1/2000) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), anti-lgG1
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(1/1000), anti-IgG2, anti-lgG3 e anti-IgG4 (1/2000) (Southern Biotechnology
Associates, INC) ligado a peroxidase foi adicionado (100ul/pogo) e posteriormente
as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C. Em seguida as placas foram lavadas
novamente, sendo adicionado o substrato (tampao citrato de sédio/acido citrico, pH
5,5 contendo peroxido de hidrogénio e orto-fenilenodiamina (OPD), (100ul/poco).
Apo6s o desenvolvimento da cor por 10 minutos, a reacdo foi interrompida com
H>SOs 2N e a leitura efetuada em leitor de ELISA spectramax-190 (Molecular
Davices, Surmyvale, CA, USA) a 492nm. Os resultados foram expressos em indice
ELISA (IE), calculado pela férmula EI=S/(B+3SD), onde S é igual a média dos
valores da densidade Optica em cada amostra, B corresponde a média dos valores

das densidades Opticas do branco mais trés vezes o desvio padrao.

3.6 Receiver Operating Characteristic Curve - Curva ROC

Neste estudo, utilizou-se a receiver operating characteristic curve, conhecida
como curva ROC, para analise dos valores de acuracia — area sob a curva ROC,
sensibilidade, especificidade e razdes de verossimilhanca. As curva foram obtidas
utilizando-se programa estatistico MedCalc Statistical - versdao 5.00.020
(www.medcalc.br/index.html). O grupo de pacientes escolhido para a realizacdo da
curva ROC, foi o grupo de pacientes com tuberculose ativa, 33 pacientes sem
tratamento prévio ou com até 15 dias de tratamento, que ainda mantém baciloscopia
positiva.

A curva ROC consiste na representacdo grafica da sensibilidade (verdadeiro
positivo) no eixo vertical e do complemento da especificidade (taxa de falso positivo)
no eixo horizontal. Cada ponto no grafico representa os valores dos referidos
indices, em diferentes pontos de corte!, determinando assim a area sob a curva
(ASC). A ASC ¢ o indicador de acuracia global do teste. Quanto maior ASC, o que
significa mais préximo do valor 1, melhor € o desempenho do método avaliado
(MINEO et al., 2005; MEDRONHO et al., 2003).

A curva ROC além de indicar a acuracia global dos testes avaliados permitiu
identificar com precisédo o ponto de corte associado ao menor nimero de resultados

errbneos do teste. Cada ponto do grafico representa também os indices de

! Pontos de corte sdo valores normativos, acima dos quais um teste é considerado positivo e abaixo dos quais o
teste é considerado negativo.
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sensibilidade e (100 — especificidade) de um ponto de corte estabelecido. Um teste
diagnéstico ideal seria aquele cujo ponto de corte estivesse 0 mais proximo da
intercessao sensibilidade/especificidades.

Outra forma pelo qual avaliamos os testes foi através do céalculo da razéo de
verossimilhanca (likelihood ratio). A razdo de verossimilhanca é definida como a
razdo entre a probabilidade de um determinado resultado de um teste diagnéstico
em individuos portadores da doenca e a probabilidade do mesmo resultado em
individuos sem a doenca. Para um teste dicotdmico (positivo/negativo), a razdo de
verossimilhanca é calculada para o resultado positivo e para o resultado negativo. A
razdo de verossimilhanca positivo (RV+) expressa quantas vezes é mais provavel
encontrar um resultado positivo em pessoas doentes quando comparado com
pessoas nao doentes, e a razdo de verossimilhanca negativo (RV-) expressa
guantas vezes € mais provavel encontrar um resultado positivo em pessoas doentes

guando comparado com pessoas nao doentes (MEDRONHO et al., 2003).

3.7 Andlise estatistica

A comparacao das meédias entre os grupos foi realizada, para cada antigeno,
através do teste ndo paramétrico Mann Whitney U, como apropriado. Para testar a
significancia das diferencas entre as curvas ROC dos varios antigenos, foi utilizado
o teste de Wilcoxon, como apropriado. Valores de p < 0,05 foram considerados

indicativos de diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizagéo do ELISA

Para avaliacdo da resposta humoral na tuberculose, primeiramente, foi
realizado a padronizacdo da diluicdo do soro e padronizagédo do bloqueio para a
deteccdo de niveis de anticorpos IgG contra os antigenos do M. tuberculosis em
pacientes com tuberculose pulmonar e extrapulmonar.

O resultado apresentado mostra que nas diluicdes 1/20 e 1/40 (Figura 1- A e
B) pacientes com tuberculose ativa apresentaram niveis significativamente mais
altos de anticorpos IgG anti-ESAT-6 que 0s grupos controle sadio de area endémica
(p < 0,05 e controle sadio de area ndo endémica (p < 0,01 e p < 0,05,
respectivamente). Nota-se que a melhor diferenciacdo entre os grupos foi obtida
guando se utilizou a diluicdo dos soros a 1/20. Assim, esta diluicdo foi utilizada nos
experimentos seguintes para a deteccao de anticorpos especificos aos antigenos do
M. tuberculosis no soro de pacientes TB.

Com relacdo a padronizacéo do ELISA relacionado a etapa do bloqueio das
placas, ndo observamos diferenca significativa entre o bloqueio com soro de cabra e
0 bloqueio com albumina de soro bovino (BSA) (dados ndo mostrados). O bloqueio
com BSA é usado na maioria dos ensaios imunoenzimaticos realizados em
pesquisas de anticorpos de pacientes com tuberculose (HUSSAIN et al., 1995;
ARAUJO et al., 2004; BECK et al., 2005; WANG et al., 2005). Optamos em utilizar
em todos os experimentos o bloqueio com salina tamponada com fosfato (PBS a
0,15M, pH 7,2) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T) e 10% de soro de cabra, por
ser um material de facil obtencéo e de baixo custo em relacdo ao BSA.

N&o foi detectado diferenca nos niveis de anticorpos anti-ESAT-6 entre
individuos controle de area endémica e ndo endémica (estrangeiros) (Figura 1- A e
B). Sendo assim, nos experimentos seguintes utilizamos apenas o grupo controle de

area endémica (CT).
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Figura 1- Titulacdo de anticorpos IgG anti-ESAT-6 em diferentes diluicdes de soro de pacientes com
tuberculose pulmonar. Soros de pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB; n=15), soros de
individuos controle de area ndo endémica (CT-NE; n=5) e soros de individuos controle de &rea
endémica (CT-E; n=15) foram diluidos a 1/20 (A), 1/40 (B), 1/80 (C), 1/160 (D), 1/320 (E) e 1/640 (F)
para deteccdo de anticorpos IgG anti-ESAT-6, através do ELISA. A barra horizontal representa a
mediana. (IE) indice ELISA.
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4.2 Avaliacdo sorolégica de acordo com a forma clinica da doenca

Inicialmente avaliamos a resposta humoral de acordo com a forma clinica dos
pacientes com TB. Amostras de soro de pacientes com TB pulmonar (n=102), TB
extrapulmonar (n=27) e controles sadios (n=38) foram analisados para verificar a
presenca de anticorpos IgG especificos contra os antigenos ESAT-6, CFP-10, Ag
85B, 16kDa e HBHA do M. tuberculosis.

Como mostram as figuras 2 e 3, a producdo de anticorpos IgG foi similar nos
grupos TB pulmonar e TB extrapulmonar para os diferentes antigenos do M.
tuberculosis. Niveis significativos de anticorpos contra os antigenos ESAT-6, CFP-10
(Fig. 2 A e B), Ag85B, 16kDa e HBHA (Fig. 3 A, B e C) do M. tuberculosis foram
detectado nos grupos TB pulmonar e TB extrapulmonar comparados ao grupo
controle sadio (p<0,05). Estes resultados mostram que pacientes com tuberculose
pulmonar e extrapulmonar apresentam elevada producéo de anticorpos IgG contra

varios antigenos do M. tuberculosis.
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Figura 2- Deteccdo de anticorpos IgG contra ESAT-6 e CFP-10 em pacientes com tuberculose
pulmonar e extrapulmonar. Niveis de anticorpos IgG especificos para os antigenos ESAT-6 (A) e
CFP-10 (B) no soro de 102 pacientes com tuberculose pulmonar (TBP), em 27 pacientes com
tuberculose extrapulmonar (TBE) e em 38 individuos controle sadios (CT), na diluicdo 1/20. A barra
horizontal representa a mediana. (IE) indice ELISA.
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Figura 3- Deteccdo de anticorpos 1gG contra 85B (A), 16kDa (B) e HBHA (C) em pacientes com
tuberculose pulmonar e extrapulmonar. Niveis de anticorpos IgG especificos para os antigenos 85B
(A), 16kDa (B) e HBHA (C) no soro de 102 pacientes com tuberculose pulmonar (TBP), em 27
pacientes com tuberculose extrapulmonar (TBE) e em 38 individuos controle sadios (CT), na diluicao
1/20. A barra horizontal representa a mediana. (IE) indice ELISA.
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4.3 Avaliacdo sorolégica de acordo com o tempo de quimioterapia

Para avaliar o efeito da quimioterapia na resposta humoral de pacientes com
TB, utilizamos o grupo de pacientes com TB pulmonar (n=102) que apresentou um
namero maior de amostras que o grupo de pacientes com TB extrapulmonar (n=27).
Sendo assim, niveis séricos de anticorpos IgG e IgM especificos para antigenos do
M. tuberculosis foram estudados em pacientes com TB pulmonar com diferentes
tempos de tratamento: | - pacientes com tuberculose ativa (n = 33); Il - pacientes
com 1 a 3 meses de quimioterapia (n = 47); Ill - pacientes tratados, que
completaram 6 meses de quimioterapia (n = 22).

Amostras de soro dos pacientes estudados foram testados contra 0s
antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA. Como mostram as figuras 4 e 5,
os niveis de anticorpos IgG contra os antigenos ESAT-6, CFP-10 (Fig. 4 A e B), 85B
e HBHA (Fig. 5 A e C) foram significativamente mais elevados no soro de pacientes
com TB ativa quando comparado com o grupo controle sadio (p<0,001). Além disso,
pacientes com TB ativa apresentaram niveis significativamente mais elevados de
IgG em comparacdo com os pacientes tratados (p<0,001). Resultados semelhantes
foram obtidos no grupo de pacientes com 1-3 meses de tratamento, ndo havendo
diferenca significativa, neste grupo, em relacdo ao grupo de pacientes com TB ativa
(Fig. 4 e 5).

Para o antigeno 16kDa, foi observado que pacientes com TB ativa
apresentaram niveis de anticorpos IgG aumentados quando comparado ao grupo
controle (p<0,001), assim como em comparacao com o grupo de pacientes TB que
completaram o tratamento (p<0,05). Diferente dos resultados observados para
ESAT-6, CFP-10, 85B e HBHA pacientes com 1-3 meses de tratamento
apresentaram niveis aumentados de anticorpos lgG-anti 16kDa quando comparados
aos pacientes com TB ativa (p<0,01) (Fig. 5B).

Além da deteccdo de anticorpos IgG contra antigenos especifico do M.
tuberculosis, também foi feito uma analise dos niveis séricos de IgM em pacientes
com diferentes tempos de tratamento frente aos antigenos ESAT-6 e 16kDa. Os
resultados obtidos mostraram baixos niveis de anticorpos IgM em comparacéo
aqueles observados para IgG anti-ESAT-6 e anti-16kDa. Além disso, ndo foi
observada diferenca estatistica dos grupos de pacientes em comparagdo com o

grupo de individuos controle sadio. Devido a baixa resposta por anticorpos IgM para
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0s pacientes com TB ativa ndo foram realizados novos experimentos para avaliar a

resposta por anticorpos IgM para os antigenos CFP-10, 85B e HBHA (Fig. 6).
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Figura 4- Detec¢do de anticorpos IgG contra os antigenos ESAT-6 e CFP-10 em grupos de pacientes
com tuberculose pulmonar. Niveis de anticorpos IgG especificos para os antigenos ESAT-6 (A) e
CFP-10 (B) no soro de pacientes com tuberculose ativa (n=33); pacientes com 1 a 3 meses de
tratamento (n=47); pacientes que completaram 6 meses de quimioterapia (n=22) e em individuos
controle sadios (n=38), na diluicdo 1/20. A barra horizontal representa a mediana. (IE) indice ELISA.
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Figura 5- Deteccdo de anticorpos IgG contra os antigenos 85B, 16kDa e HBHA em grupos de
pacientes com tuberculose pulmonar. Niveis de anticorpos IgG especificos para os antigenos 85B (A),
16kDa (B) e HBHA (C) no soro de pacientes com tuberculose ativa (n=33); pacientes com 1 a 3
meses de tratamento (n=47); pacientes que completaram 6 meses de quimioterapia (n=22) e em
individuos controle sadios (n=38), na diluicdo 1/20. A barra horizontal representa a mediana. (IE)
indice ELISA.
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Figura 6- Detecgéo de anticorpos IgM contra os antigenos ESAT-6 e 16kDa em grupos de pacientes
com tuberculose pulmonar. Niveis de anticorpos IgM especificos para os antigenos ESAT-6 (A) e
16kDa (B) no soro de pacientes com tuberculose ativa (n=33); pacientes com 1 a 3 meses de
tratamento (n=47); pacientes que completaram 6 meses de quimioterapia (n=22) e em individuos
controle sadios (n=38), na diluicdo 1/20. A barra horizontal representa a mediana. (IE) indice ELISA.
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4.4 Estudo das curvas ROC dos testes de ELISA para os antigenos ESAT-6,
CFP-10, Ag85B, 16kDa e HBHA do Mycobacterium tuberculosis

Analise da curva ROC foi realizada para identificar alguns valores importantes
na avaliagdo dos antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA e sua
aplicabilidade no diagnostico da tuberculose. Tais pardmetros incluem a acuracia do
teste, representada pela area sob a curva ROC (ASC) e os valores de sensibilidade
e especificidade, bem como as razdes de verossimilhanga positiva e negativa
guando necessario. Os resultados da curva ROC mostraram que o valor da area sob
a curva (ASC) dos antigenos ESAT-6 (ASC=0.946, IC 95%: 0,865 a 0,985), CFP-10
(ASC=0.942, IC 95%: 0,859 a 0,983) foram significativamente maiores que o valor
da ASC do antigeno 16kDa (ASC=0.809, IC 95%: 0,699 a 0,893, p<0,05) e HBHA
(ASC=0.805, IC 95%: 0,694 a 0,890, p<0,05) (Figura 7). Ja o valor da ASC do
antigeno 85B (ASC=909, IC 95%: 0,817 a 0,964) foi significativamente maior que o
valor da ASC do antigeno HBHA (p<0,05), porém esta diferenca néo foi observada
com relacdo o valor da ASC do antigeno 16kDa (p > 0,05) (Figura 8). Nao houve
diferenca significativa entre as areas dos antigenos ESAT-6, CFP-10 e 85B (p>0,05)
(Figura 9). Estes dados mostram que os antigenos ESAT-6, CFP-10 apresentaram

melhor acuracia que os antigenos 85B, 16kDa e HBHA.
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Figura 7— Comparacdo dos antigenos ESAT-6, CFP-10, 16kDa e HBHA, através da curva ROC
(receiver operator characteristic). As curvas ROC foram realizadas para comparar o desempenho dos
antigenos ESAT-6 versus 16kDa (A), ESAT-6 versus HBHA (B), CFP-10 versus 16kDa (C) e CFP-10
versus HBHA (D) no diagnéstico da TB.
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Figura 8— Comparacao dos antigenos 85B, 16kDa e HBHA, através da curva ROC (receiver operator
characteristic). As curvas ROC foram realizadas para comparar o desempenho dos antigenos 85B
versus 16kDa (A), 85B versus HBHA (B) e 16kDa versus HBHA (C) no diagéstico da TB.
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Figura 9— Comparagdo dos antigenos ESAT-6, CFP-10 e 85B, através da curva ROC (receiver
operator characteristic). As curvas ROC foram realizadas para comparar o desempenho dos
antigenos ESAT-6 versus CFP-10 (A), ESAT-6 versus Ag85B (B) e CFP-10 versus Ag85B (C) no

diagnéstico da TB.
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4.5 Sensibilidade e especificidade

A avaliacao da sensibilidade e especificidade pela curva ROC mostrou que 0s
antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA apresentaram sensibilidade de
85%, 94%, 91%, 61% e 70%, respectivamente, e especificidade de 89%, 87%, 82%,
89% e 84%, respectivamente. Os valores de sensibilidade e especificidade
apresentados foram aqueles correspondentes ao ponto da curva ROC mais proximo
do ponto de sensibilidade e especificidade igual a 100%. Em termos de razao de
verossimilhanca (RV), os valores foram 8,06, 7,14, 4,94, 5,76 e 4,41,
respectivamente, para razao de verossimilhanca positiva e 0,17, 0,07, 0,11, 0,44 e
0,36, respectivamente, para razado de verossimilhanca negativa. Estes resultados
confirmam o melhor desempenho dos antigenos ESAT-6 e CFP-10 em comparacéo
aos antigenos 85B, 16kDa e HBHA.

Tabela 2- Sensibilidade e especificidade dos antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA
no sorodiagndstico da tuberculose pulmonar.

Cut off Sensibilidade %  Especificidade % RV + RV -

ESAT-6 3,399 85 89 8,06 0,17
CFP-10 3,691 94 87 7,14 0,07
85B 3,429 o1 82 4,94 0,1
16KDa 3,000 61 89 5,76 0,44
HBHA 3,802 70 84 4,41 0,36

O cut off, dados de sensibilidade e especificidade e valores de verossimilhanga positivo (RV+) e
Negativo (RV-) foram determinados pela andlise das curvas ROC.
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4.6 Avaliacdo das subclasses de IgG para os antigenos ESAT-6 e CFP-10

Tendo observado titulos elevados de anticorpos IgG anti-ESAT-6 e anti-CFP-
10 no soro de pacientes com TB ativa, e por estes antigenos apresentarem melhor
capacidade em discriminar pacientes com TB pulmonar ativa de individuos controle
sadios, resolvemos investigar quais as subclasses de IgG estavam aumentadas. Os
resultados mostram que niveis séricos de anticorpos IgGl em pacientes com
tuberculoses pulmonar ativa foram maiores que os niveis de 1gG2 (p<0,001 para
ESAT-6 e p<0,05 para CFP-10). Além disso, foi detectado menor producédo de IgG4
frente aos antigenos testados em relagcdo aos niveis observados para IgG1 e 1gG2
(p<0,001). A producéo de IgG4 foi, entretanto, maior que a observada no soro de
individuos controle somente para o antigeno ESAT-6 (Fig. 10). Além da deteccéo
das subclasses IgG1, 1gG2 e IgG4, também foi feito uma anélise dos niveis séricos
de IgG3 anti-ESAT-6 e anti-CFP-10 nos pacientes com TB ativa, porém, 0s
resultados obtidos mostraram niveis muito baixos de IgG3 ndo sendo possivel

demonstra-los.
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Figura 10- Deteccdo de anticorpos 1gG1, 1gG2 e IgG4 contra os antigenos ESAT-6 e CFP-10 em
pacientes com tuberculose pulmonar ativa. Niveis de anticorpos 1gG1, IgG2 and 1gG4 especificos
para os antigenos ESAT-6 (A) e CFP-10 (B) no soro de pacientes com tuberculose ativa (n=33) e em
individuos controle sadios (n=38), na dilui¢do 1/20. (IE) indice ELISA.
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5 DISCUSSAO

A resposta imune adaptativa na tuberculose (TB) envolvendo a atividade
especifica de linfocitos T, do tipo Thl, € importante para o efetivo controle da
infeccao pelo M. tuberculosis (KAUFMANN, 1993; ELLNER, 1997; MURRAY, 1999).
No entanto, estudos envolvendo a infeccdo de camundongos deficientes em células
B conseguiram observar progressdo da infeccdo, demonstrando que a resposta
humoral pode auxiliar na composicdo de uma resposta imune eficaz ao bacilo
(BOSIO, GARDNER e ELKINS 2000; VALLIERE, 2005; MAGLIONE, XU e CHAN,
2007). Além disso, outros trabalhos tém observado a producgéo de anticorpos contra
muitas proteinas de micobactérias no soro de pacientes com TB (IMAZ et al., 2001;
WANG et al., 2005). Neste contexto, observa-se a necessidade de mais estudos
sobre o papel da imunidade humoral na infeccdo pelo M.tuberculosis. Tais
conhecimentos poderiam ajudar e direcionar as pesquisas para o desenvolvimento
de métodos mais eficientes no diagndstico da tuberculose.

O principal mecanismo para diagnosticar a TB € a identificacdo do
microrganismo em secrecfes ou tecidos de pacientes. Entretanto, o processo é
muito dificil e apresenta algumas limitacdes. A sensibilidade do exame de escarro é
baixa, especialmente em pacientes ndo cavitarios, e 0 tempo necessario para o
resultado de exames de cultura pode ser de 6 a 8 semanas. Além disso, 0s sintomas
clinicos ndo sao especificos e os achados radiograficos de térax tem sido estimados
como atipicos em mais de 30% dos pacientes (CHIANG et al., 1997).

Varias técnicas tém sido desenvolvidas na tentativa de melhorar o
diagndstico da tuberculose. Uma das alternativas é o teste sorolégico que se baseia
na deteccdo de anticorpos contra antigenos especificos do Mycobacterium. Os
métodos soroldgicos sdo bastante atraentes pelas suas vantagens: facil aplicacao,
baixo custo e ndo séo invasivos. No entanto, apresentam limitacdes importantes, tais
como baixa sensibilidade e especificidade aos antigenos do Mycobacterium
tuberculosis (PALMA-NICOLAS e BOCANEGRA-GARCIA, 2007). Na tentativa de
solucionar tais problemas, proteinas estruturais e proteinas que sdo secretadas ou
excretadas, in vitro, pelo M. tuberculosis, bem como antigenos sintéticos ou
recombinantes, tém sido extensivamente investigados (ANDERSEN et al.,1991;
MORAN et al., 2001; BECK et al., 2005).
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Avaliando a resposta humoral durante o curso da infeccdo com M.
tuberculosis, neste trabalho foi possivel observar que 1) pacientes com TB pulmonar
e extrapulmonar apresentaram altos niveis de anticorpos IgG comparados aos
individuos controle BCG vacinados contra os antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B,
16kDa e HBHA do M. tuberculosis; 2) niveis de anticorpos IgG em resposta aos
antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA apresentaram-se elevados na
infeccao ativa, antes da quimioterapia, e diminuiram apés o tratamento; 3) analise da
curva ROC mostrou que os antigenos ESAT-6 e CFP-10 apresentaram maior
capacidadede em discrimirar individuos infectados com M. tuberculosis que o
antigeno 85B, 16kDa e HBHA,; 4) pacientes com TB ativa produziram altos niveis de
anticorpos 1gG1l anti-ESAT-6 e anti-CFP-10 em relagdo aos individuos controle
sadio.

5.1 Niveis de anticorpos IgG se apresentaram aumentados nos pacientes com

tuberculose pulmonar e tuberculose extrapulmonar

Numa abordagem inicial, com o objetivo de verificar se pacientes com
tuberculose produzem anticorpos contra proteinas de micobactéria, realizamos
avaliacdo da producéo de anticorpos IgG contra varios antigenos especificos do M.
tuberculosis em pacientes com TB pulmonar e TB extrapulmonar. Os resultados
mostraram que pacientes com tuberculose, independente de sua forma clinica (TB
pulmonar ou TB extrapulmonar), apresentaram niveis elevados de anticorpos IgG
contra os antigenos ESAT-6, CFP-10, Ag85B, 16kDa e HBHA do Mycobacterium
tuberculosis quando comparados com individuos controle sadio BCG vacinados.
Estes resultados mostraram estar de acordo com outros trabalhos que também
detectaram niveis mais altos de IgG contra varios antigenos do Mycobacterium
tuberculosis no soro de pacientes com TB pulmonar e TB extrapulmonar (MAEKURA
et al., 1993; KHOMENKO et al., 1996; ARAUJO et al., 2004; WANG et al., 2005;
WELDINGH et al., 2005).
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5.2 Niveis de anticorpos IgG contra antigenos do M. Tuberculosis apresentam-

se elevados durante a infeccé&o ativa e diminuem apés o tratamento

Estudos tém mostrado que anticorpos no soro de pacientes com TB ativa sao
produzidos contra uma variedade de antigenos especificos do M. tuberculosis
(LYASHCHENKO et al., 1998; IMAZ et al, 2001; WANG et al., 2005). Neste trabalho,
pacientes com TB pulmonar ativa apresentaram niveis elevados de anticorpos IgG
contra os antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA comparados aos
individuos controle sadios BCG vacinados. Diferente dos resultados observados
para ESAT-6, CFP-10, 85B e HBHA, que n&o apresentaram alteracdes significativas
no nivel de IgG entre os grupos de pacientes TB pulmonar ativa e pacientes no inicio
de tratamento, niveis de anticorpos IgG anti-16kDa aumentaram significativamente
nos pacientes TB ap0s 3 meses de quimioterapia em relacdo aos pacientes TB nao
tratados. Sugerimos que tal fenbmeno € consistente com as caracteristicas do
antigeno 16kDa que é um antigeno citosolico, portanto, o inicio da quimioterapia
pode ocasionar a morte das bactérias com liberacdo de grande quantidade de
proteina, e consequentemente, intensa estimulacédo da resposta humoral e aumento
dos niveis de anticorpos anti-16kDa. Semelhante aos nossos resultados para o
antigeno 16kDa, elevados niveis de anticorpos contra antigenos de filtrado de
cultura do M. tuberculosis nos primeiros meses apos o inicio do tratamento tem sido
associados com intensa estimulacdo da resposta humoral por antigenos liberados
apOs a morte da bactéria e/ou com o desaparecimento de antigenos micobacteriais
circulantes de maneira que anticorpos especificos ndo sejam mais ligados em
imunocomplexos (IMAZ e ZERBINI, 2000). Embora nossos resultados ndo tenham
apresentado aumento nos titulos de IgG ap6s o inicio da quimioterapia para o0s
antigenos ESAT-6, CFP-10 e 85B, os mesmos permaneceram elevados, mostrando
gue o sistema imunoldgico dos pacientes com TB continuaram sendo estimulados,
indicando a presenca destas proteinas antes e apds o inicio do tratamento.
Coerentemente, ndo houve diferenca nos niveis de anticorpos IgG no soro de
pacientes com 1-3 meses de tratamento em relacdo aos pacientes com infeccéo
ativa para o antigeno HBHA que é uma proteina associada a superficie do
Mycobacterium tuberculosis (MENOZZI et al., 1996).

Como vimos, os titulos de anticorpos IgG em pacientes com TB ativa contra

0s antigenos testados do M. tuberculosis foram elevados. ApGs o tratamento, estes
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titulos diminuiram significativamente, retornando a niveis similares aqueles
observados para os individuos controle BCG vacinados. De acordo com 0S n0Ssos
resultados Drowart et al. (1991) observaram diminuicdo dos niveis de anticorpos
especificos ao antigeno 85A em pacientes tratados, porém, os niveis de anticorpos
contra antigenos de filtrado de cultura permaneceram no mesmo nivel. Ja Sireci et
al. (2007) também observaram baixos niveis de anticorpos IgG especificos ao
antigeno 16kDa em criangcas com TB ap0s a quimioterapia. Interessantemente,
Almeida (2008) utilizando amostras de sangue dos mesmos pacientes com
tuberculose estudados no presente trabalho, observou que ap6s o tratamento
quimioterapico contra a TB, as células do sangue periférico estimuladas com o
antigeno ESAT-6/CFP-10 também mostraram diminui¢do nos niveis das citocinas
IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 em relacdo aos niveis encontrados nos mesmos pacientes
com TB ativa. Segundo Ribeiro-Rodrigues et al. (2002) as células obtidas no escarro
de pacientes com TB ap0s o tratamento antimicobacteriano, também apresentaram
niveis reduzidos de IFN-y e TNF-a e reducéo do numero de bacilos, em comparacgao
com os pacientes nao tratados. Nicol et al. (2005) encontraram niveis aumentados
de IFN-y por ELISPOT em resposta ao PPD e ESAT-6 ap0s um més de tratamento
em criancas com TB, e esses niveis diminuiram apos trés e seis meses de
tratamento quimioterapico. Sugerimos que a presenca de proteinas especificas do
M. tuberculosis, como ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA, requer bacilos viaveis
e metabolicamente ativos. Desta forma, células produtoras de IFN-y, TNF-a, IL-6 €
IL-2, assim como células produtoras de anticorpos especificos para proteinas do M.
tuberculosis poderiam estar presentes em alta freqiéncia durante a fase de ativa

replicacdo bacteriana, o que ndo aconteceria com os pacientes tratados.

5.3 Analise da curva ROC mostrou que os antigenos ESAT-6, CFP-10
apresentaram maior capacidade em discriminar individuos infectados com o

M. tuberculosis que os antigenos 85B, 16kDa e HBHA

Andlise da curva ROC mostrou sensibilidade de 85% e 94% para ESAT-6 e
CFP-10, respectivamente, e especificidade de 89% e 87%. Contrario aos nossos
resultados, Greenaway et al. (2005) ao avaliarem pacientes com TB ativa de

Gambia, quanto a deteccao de anticorpos IgG anti- ESAT-6 e anti-CFP-10,
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obtiveram sensibilidade de 67% e 63%, respectivamente, e especificidade de 51% e
55%, respectivamente. J& Rosenkrands et al. (2008) ao analisarem a sensibilidade
da proteina resultante da fusdo de ESAT-6 e CFP-10 em paciente TB-HIV negativo,
encontraram sensibilidade de 92%, utilizando como controle, individuos saudaveis
de regido ndo endémica, e 42% utilizando como controle, individuos de regido
endémica com outro tipo de doenca respiratéria. Esta variabilidade na sensibilidade
e especificidade dos testes, provavelmente, pode estar relacionada ao nivel de
exposicdo da populagdo ao patdégeno. Devido as reinfecgBes sucessivas, muitos
individuos de area endémica para TB desenvolvem a infeccéo latente, levando a
producdo de anticorpos contra antigenos especificos do M. tuberculosis. Hoff et al.
(2007) observaram que individuos que vivem em areas endémicas para TB, como a
Etidpia, apresentaram niveis mais elevados de anticorpos especificos aos antigenos
do M. tuberculosis comparados com individuos que vivem em areas nao endémicas,
como a Dinamarca, e area de intermediaria endemicidade, como o Brasil. Estes
resultados sugerem, portanto, que ESAT-6 e CFP-10 podem auxiliar no diagnostico
da TB em populacdes de areas ndao endémicas e de intermediaria endemicidade.

O antigeno 85B € um antigeno precocemente secretado pelo M.tuberculosis,
gue pode ser encontrado em 3 dias de cultura, por isso € considerado um apropriado
candidato para o diagnéstico da TB (UMA DEVI, RAMALINGAM e RAJA, 2003). Seu
potencial no diagndstico sorologico para a tuberculose tem sido extensivamente
estudado por muitos pesquisadores, e a sua sensibilidade para os casos de TB em
adultos e em criancas pode variar de 41-94% e a especificidade de 75-100% (LIM et
al. 1999; RAJA et al., 2001; UMA DEVI, RAMALINGAM e RAJA, 2003; RAJA et al.
2004). De acordo com os dados acima citados, obtivemos sensibilidade e
especificidade relativamente satisfatoria de 91% e 82%, respectivamente, porém, se
comparado com 0s outros antigenos testados (ESAT-6, CFP-10) observamos que
sua capacidade em discriminar individuos sadios dos infectados foi mais baixa.
Coincidente com 0s nossos resultados, Abramo et al, (2006) observaram uma
inducdo de respostas relativamente alta de IFN-y e CXCL9 (anteriormente
denominada MIG ou monocina induzida por IFN-y) em controles sadios vacinados
com BCG ao antigeno 85B. Provavelmente, elevadas respostas por anticorpos, IFN-
vy € CXCL9 por individuos saudaveis estimulados pelo antigeno 85B podem ocorrer

porque esta proteina esta presente nas linhagens virulentas de micobactérias, nas
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linhagens de M.bovis-BCG e também em micobactérias de ambiente (MOLLER e
BORREBAECK, 1985).

16kDa € uma proteina citosolica do complexo Mycobacterium tuberculosis
(MANCA et al., 1997). Sua alta especificidade em ensaios sorologicos faz desta
proteina uma forte candidata para o diagnostico da TB (HAJA et al., 2002; JULIAN et
al., 2004). Entretanto, por ser mais bem expressa durante a fase estacionaria de
crescimento da micobactéria (YUAN, CRANE e BARRY, 1996), sua capacidade para
o diagndéstico da TB ativa pode ser comprometida, apresentando maior eficiéncia no
diagnéstico da TB latente, como foi sugerido por Demissie e colaboradores, (2006).
De acordo com as caracteristicas desta proteina, no presente trabalho foi observado
sensibilidade de 61% e especificidade de 89% no diagnostico da TB ativa. Haja et al,
(2002), também observaram baixa sensibilidade de 62% e alta especificidade de
100% na deteccgéao de IgG anti-16kDa no soro de criangas com baciloscopia e cultura
positiva. Ja Imaz e colaboradores, (2001), utilizando o antigeno 16kDa recombinate,
obtiveram sensibilidade de 34% para IgG, 19% para IgA e 3% para IgM . Outro
estudo desenvolvido por Senol e colaboradores (2007) utilizando o kit de ELISA
Pathozime TB complex, (Omega diagnostics Ltd, Alloa, Scotland) para mensurar
niveis de anticorpos IgG especificos no soro de pacientes com TB para o antigeno
16kDa em combinacédo com o antigeno 38kDa obtiveram sensibilidade de 52,5% e
especificidade de 93,3%. Esses resultados mostram que o antigeno de 16kDa néo é
um bom indicador para o diagnéstico da TB ativa.

Equivalente aos trabalhos de Masungi et al. (2002) e Zanetti et al. (2004),
neste estudo também foi possivel detectar niveis significativos de anticorpos IgG
anti-HBHA no soro de pacientes com tuberculose. Entretanto, apesar dos pacientes
com tuberculose produzirem anticorpos contra o antigeno HBHA, a capacidade
desta proteina em discriminar pacientes com TB ativa de individuos sadios foi de
70%. Esta baixa sensibilidade pode ter ocorrido porque a proteina nativa HBHA do
M. tuberculosis sofre um processo de metilacdo envolvendo residuos de lisina
presentes no dominio C-terminal importante para inducédo de imunidade protetora ao
M. tuberculosis. Ja a proteina recombinante, utilizada neste estudo, ndo apresenta
tais dominios metilados (TEMMERMAN et al., 2004), o que pode ter dificultado a
discriminacdo de pacientes com TB ativa dos individuos saudaveis. Além de baixa
sensibilidade, também foi observado que a especificidade foi mais baixa que a

especificadade apresentada pelos demais antigenos avaliados neste trabalho. Isto
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pode ser explicado porque a proteina HBHA € produzida por todos os membros do
complexo Mycobacterium tuberculosis, incluindo o BCG (MENOZZI et al., 1996),
como no Brasil é obrigatério a vacinacdo com o BCG, isto pode explicar a presenca
de anticorpos especificos ao HBHA no soro de individuos sadios BCG vacinados.
Além dos valores de sensibilidade e especificidade dos antigenos ESAT-6,
CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA, a analise dos valores da area sob a curva ROC e os
valores de verossimilhanga positivo confirmaram o melhor desempenho dos
antigenos ESAT-6 e CFP-10 comparados aos antigenos 85B, 16kDa e HBHA em

discriminar pacientes com TB ativa dos individuos controle sadios BCG vacinado.

5.4 Pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentaram altos niveis de
anticorpos IgG1 anti-ESAT-6 e anti-CFP-10

Pouca atencdo tem sido atribuida a pesquisa das classes e subclasses de
anticorpos no curso da tuberculose (GUPTA et al., 2005). Neste estudo, a analise
das subclasses de IgG contra os antigenos ESAT-6 e CFP-10, revelou uma
predominancia de anticorpos IgG1l em relacdo aos anticorpos 1gG2 e 1gG4 no soro
de pacientes com TB ativa. Nossos resultados s&o consistentes com outros
trabalhos que também observaram predominancia de anticorpos IgG1l no soro de
pacientes com TB (HUSSAIN et al., 1995; GUPTA et al., 2005). A importancia da
presenca de anticorpos IgG1l na infeccdo pelo M. tuberculosis foi analisada por
Hussain et al. (1995). Os autores mostraram que a opsonizacao por IgG1 regula a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-o e IL-6, ndo alterando a
producéo de citocinas anti-inflamatéria como IL-10, em mondcitos estimulados por
antigenos de micobactéria. Tais resultados sugerem uma possivel funcao para IgG1
na tuberculose em estimular a producéo de citocinas pro-inflamatérias e bloquear a
producdo de citocinas regulatérias. Interessantemente, observamos neste estudo
gue a predominancia de IgG1 foi coicidente com os altos niveis de citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-2 e IL-6 detectados em cultura de PBMC de pacientes com TB ativa,
estimulados com o antigeno ESAT-6/CFP-10 por Almeida (2008), ao utilizar
amostras dos mesmos pacientes estudados neste trabalho. Estes resultados

sugerem uma possivel ligacdo da producdo de anticorpos IgG1 com o perfil Thl de
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citocinas produzidas na tuberculose. Entretanto novos estudos sdo necessarios para

estabelecer a possivel contribuicdo de anticorpos na patogenia da TB.
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6 CONCLUSOES

1. Pacientes com TB pulmonar e TB extrapulmonar apresentaram niveis
elevados de anticorpos IgG contra os antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa
e HBHA do M. tuberculosis em comparacdo aos individuos controle BCG

vacinados.

2. Os antigenos ESAT-6 e CFP-10 foram os que mais se destacaram para uma
possivel utilizacdo no diagndstico da TB, visto que na analise da curva ROC

apresentaram melhor acuracia em relacado aos demais antigenos.

3. Pacientes com TB pulmonar ativa apresentaram diminuicdo dos niveis de
anticorpos IgG contra os antigenos ESAT-6, CFP-10, 85B, 16kDa e HBHA do

M. tuberculosis ap0ds seis meses de quimioterapia anti-TB.

4. Os niveis de anticorpos IgG contra o antigeno 16kDa estavam maiores no

soro de pacientes TB apds 1-3 meses de quimioterapia anti-TB.

5. A andlise das subclasses de IgG contra os antigenos ESAT-6 e CFP-10,
revelou que a producéo de anticorpos IgG1 foi predominante em relacédo aos

anticorpos IgG2 e IgG4 no soro de pacientes com TB ativa.
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