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RESUMO

Introducdo: A tuberculose (TB) continua sendo um problema significativo
para a saude publica mundial. A maioria dos individuos expostos ao Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) persistirdo infectados, embora, controlem o0 crescimento
micobacteriano. As citocinas podem ter um papel central no controle,
susceptibilidade e formas clinicas da TB, além de poderem ser utilizadas como
biomarcadores de diagndstico e progndstico desta doenca. A meta deste estudo foi
investigar a possivel associacao entre o perfil de resposta na producao de citocinas
induzida por antigenos do kit Quantiferon®-TB Gold in tube (QFT-IT) e os padrées
genéticos de citocinas na tuberculose latente e ativa. Metodologia: Foram
selecionados 181 voluntarios divididos em trés grupos: 51 individuos com TB
pulmonar, 70 com TST positivo e 60 com TST negativo. Foram coletadas amostras
de sangue para a realizagdo do ensaio QFT-IT, imunofenotipagem dos linfécitos e
extracdo do DNA gendmico. As citocinas IL-6, IL-10, IFN-y, TNF e TGF-B1 foram
analisadas no sobrenadante do QFT-IT por citometria de fluxo e a genotipagem
destas citocinas por PCR-SSP. Resultados e discussédo: Houve reducao
significativa no namero de linfocitos totais, células B, células T CD4+ e CD8+ (p
<0,005, para todas as células) e aumento percentual de células NK, neutrdfilos e
mondcitos (p=0,038, <0,0001 e <0,001, respectivamente) em pacientes com TB,
quando comparados a individuos TST positivos e TST negativos. A sensibilidade e
especificidade para o QFT-IT foram 92,1% e 80,7%, respectivamente. A
concordancia entre o TST e o QFT-IT foi de 0,72 (Kappa= 0,45, IC 95% 0,31-0,59).
O ponto de corte de 0,30 Ul/mL para o QFT-IT ndo altera a sensibilidade e
especificidade no diagndstico da TB ativa, contudo aumenta a sensibilidade do QFT-
IT no diagndstico da TB latente. O grupo TB apresentou maior frequéncia do alelo A
(p=0,024) e do gendtipo AA (p=0,027) IFN-y +874 em relagdo aos demais grupos do
estudo, sendo que nesse grupo células sanguineas de individuos com genotipo AA
apresentaram menores valores de IFN-y quando estimuladas com a PHA. Para o
polimorfismo das outras citocinas ndo houve diferenca significativa entre os grupos
do estudo. Sob estimulo da PHA foi observada uma menor producdo das citocinas
IFN-y, IL-10 e TNF para o grupo TB em relagao aos demais. Quando comparada a
producdo de IL-6 sem estimulo e estimulada com antigenos do Mtb, por grupo de
estudo, foi observada uma reducao dessa citocina (p= 0,001; <0,0001 e <0,0002
para os grupos TB, TST positivo e TST negativo, respectivamente). Conclusdes: O
QFT-IT tem concordancia moderada com o TST e o ponto de corte de 0,30 Ul/mL
pode melhorar a sensibilidade para o diagndstico da TB latente sem perda da
especificidade. A imunossupressao sistémica observada nos pacientes com
tuberculose pode levar a diminuicdo na producdo de IL-10, TNF e IFN-y pelas
células sanguineas quando estimuladas com a PHA. Os antigenos do Mtb podem
modulam a resposta imune do hospedeiro por inibir a produgéo de IL-6 contribuindo
para a gravidade da tuberculose. Apesar, do alelo A e o gendtipo AA de IFN-y (+874)
estarem associados com a tuberculose e a menor producdo de IFN-y, ndo ha
interferéncia deste polimorfismo sobre o resultado do teste QFT-IT.

Palavras-chave: Tuberculose. TST. Subtipos linfocitarios. Polimorfismo.
IGRA. IL-6. IFN-y.



ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis (TB) still remains a worldwide public health
problem. Most individuals exposed to Mycobacterium tuberculosis (Mtb) will keep
carrying this bacillus for the rest of their lives, although with mycobacterial growth
control. Cytokines may play a central role in the control, susceptibility and clinical
forms of TB, and can be used as biomarkers for diagnosis and prognosis of this
disease. The aim of this study was to investigate the possible association between
the response profile in cytokine production induced by antigens kit Quantiferon ®-TB
Gold in tube (QFT-IT) and the genetic patterns of cytokines in active and latent
tuberculosis. Methodology: The study enrolled 181 subjects divided into three
groups: 51 individuals with pulmonary TB, 70 with TST positive and 60 with TST
negative. We collected blood samples from all individuals in order to carry out the
QFT-IT test, immunophenotyping of lymphocytes and genomic DNA extraction. The
cytokines IL-6, IL-10, IFN-y, TNF and TGF-B1 were analyzed in QFT-IT supernatant
by the use of flow cytometry, whereas the genotyping of these cytokines has been
obtained by PCR-SSP. Results and Discussion: There was a significant reduction
in the total number of lymphocytes, B cells, CD4+ T and CD8+ T cells (p < 0.005 for
all cells) and also percentage increase of NK cells, neutrophils and monocytes (p =
0.038, < 0.0001 and < 0.001, respectively) in patients with TB, when compared to
TST positive and TST negative individuals. The sensitivity and specificity for QFT-IT
were 92.1% and 80.7%, respectively. The agreement between TST and QFT-IT was
0.72 (Kappa = 0.45, 95% CI 0.31 to 0.59). The cutoff point of 0.30 IU/mL for QFT-IT
does not change sensitivity and specificity in the diagnosis of active TB, but
increases QFT-IT sensitivity in the diagnosis of latent TB. The TB group has shown
higher frequency of A allele (p = 0.024) and AA genotype (p = 0.027) IFN-y +874,
when compared to other groups. Moreover, blood cells of individuals in this group
with AA genotype had lower levels IFN-y when stimulated with PHA. For the
polymorphism of other cytokines no significant difference has been noticed among all
groups. A lower production of cytokines IFN-y, IL-10 and TNF, under the stimulus of
PHA, was observed in the TB group in relation to others. When the IL-6 production
with and without stimulation of Mtb antigens, by group of study, has been compared,
we observed a reduction of this cytokine (p = 0.001; < 0.0001 and < 0.0002 for TB,
TST positive and TST negative individuals, respectively). Conclusions: QFT-IT has
moderate agreement with TST and the cutoff point of 0.30 IU/mL can improve
sensitivity for diagnosis of latent TB without loss of specificity. The systemic
immunosuppression observed in tuberculosis patients can lead to decreased
production of IL-10, TNF and IFN-y blood cells when stimulated with PHA. The Mtb
antigens can modulate the host immune response by inhibiting the production of IL-6,
therefore contributing to severity of TB. Although the A allele and AA genotype of
IFN-y (+874) are associated with tuberculosis and low production of IFN-y, there is no
interference of this polymorphism on the QFT-IT result.

Keywords: Tuberculosis. TST. Polymorphism. Lymphocyte subtypes. IGRA. IL-6.
IFN-y.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) acompanha a humanidade h& milénios, atingindo
individuos socialmente mais vulnerdveis em sua faixa etaria mais produtiva,
permanecendo, assim, como um grave problema de saude publica no Brasil e no
mundo. O sinergismo mortal com Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), o
aparecimento de cepas resistentes a mdultiplas drogas e a situacdo de pobreza
extrema vivenciada por parte da populagdo em paises pobres ou em
desenvolvimento contribuem, substancialmente, para o0 aumento da morbidade e
mortalidade pela tuberculose. Estimativas recentes da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) apontam uma incidéncia de 8,8 milhbes de casos e cerca de 1,4
milh6es de mortes em todo o mundo, sendo o Brasil responsavel por um grande
namero de casos desse total (WHO, 2011; BRASIL, 2011).

Desde a descoberta do agente etiolégico responsavel pela tuberculose, a
comunidade cientifica vem somando esforcos no intuito de elucidar os fatores de
resisténcia do hospedeiro e de viruléncia bacteriana. Apesar dos avangos
tecnoldgicos das ultimas décadas, o entendimento do por que a resposta imune
contra o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ndo ser eficaz em uma pequena parcela
dos infectados permanece nao totalmente esclarecido (CASANOVA et al., 2002;
NORTH & JUNG, 2004). Dos individuos que sdo expostos ao Mtbh, 30% a 50%
tornam-se infectados e destes cerca de 90% nao desenvolverdo doenca ativa,
persistindo com a infec¢éo latente (SCHWANDER & DHEDA, 2010).

O resultado da infeccdo por Mtb é dependente da interagdo entre os
mecanismos de defesa do hospedeiro e os fatores de viruléncia do bacilo.
Recentemente, tem sido proposto que a resposta imune inata pode eliminar o Mtb
sem a ocorréncia de participacdo mensuravel das células T. Mesmo na infec¢éo ja
estabelecida, a resposta inata pode contribuir para o controle do crescimento
micobacteriano, contudo células T ativadas especificas para o patdgeno sao
essenciais na resposta protetora antituberculose (COOPER, 2009a; COOPER,
2009b). Ambas as células T CD4+ e CD8+ tém um papel no combate ao Mtb, em
que as células T CD4+ sob o estimulo da IL-12 produzem IFN-y, caracterizando um
perfil T helper 1 (Th1). IFN-y € um componente importante na defesa, visto que ativa

macrofagos infectados a destruirem o bacilo (COOPER et al., 1993). Outras
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citocinas, como TNF, IL-6 e linfotoxina, participam da formacdo e manutencdo do
granuloma com o recrutamento de células para o local da inflamacédo. Células T
CD8+ também podem produzir IFN-y, mas a sua principal funcdo € lisar células
infectadas (KAUFMANN, 2001). Estudos demonstram que o Mtb escapa da resposta
efetora do hospedeiro inibindo a fusdo do fagossomo-lisossomo (FLYNN & CHAN,
2001) e também evita a apresentacdo de antigenos para as células T provocando
atrasos no desenvolvimento da resposta imune adquirida (TORRADO, 2011). Outro
ponto importante na fisiopatologia da TB é a distingdo entre resposta protetora
daquela que provoca dano tecidual em que a atuacdo das citocinas regulatérias IL-
10 e TGF-B1 desempenham papel importante. No sitio de infec¢do, a producédo de
IL-10 e TGF-B1 estd aumentada em pacientes com TB e o aumento destas citocinas
esta associado a maior susceptibilidade e pior prognostico da doenca (GONG et al.,
1996; BOUSSIOTIS et al., 2000; RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006; HOUGARDY
et al., 2007).

A natureza e o controle da resposta imune, tanto inata quanto adquirida,
podem determinar o desenvolvimeto de uma imunidade protetora ou levar a
destruicdo tecidual e a progressdao da doenca. Diferencas interindividuais na
regulacdo da producdo de moléculas envolvidas na resposta imune ainda ndo estao
completamente esclarecidas. Atualmente, ha fortes evidéncias de que a maioria dos
fatores do hospedeiro relacionados a susceptibilidade a TB sdo genéticos e muitos
genes estdo envolvidos (CASANOVA et al., 2002; FERNANDO & BRITTON, 2006).
As citocinas regulam todas as células do sistema imune e o0s polimorfismos
genéticos de citocinas e de seus receptores tém sido muito estudados na TB.

Durante quase um século, o Teste Tuberculinico (TST) foi o Unico ensaio
diagnostico capaz de detectar individuos com TB latente (VON PIRQUET, 1907 apud
DENKINGER et al., 2011). Contudo, muitos fatores podem levar a resultados falso-
negativos e falso-positivos do TST (ANDERSEN et al., 2000). Nas ultimas décadas
surgiram novos testes, dentre eles, 0s ensaios para detectar a liberagdo de
interferon-gama (IGRA) apo0s estimulo das células sanguineas com antigenos
recombinantes codificados na regido de diferenca-1 (RD-1) (AREND et al., 2000;
VAN PINXTEREN et al., 2000; BROCK et al., 2004). O uso desses testes esta sendo
cada vez mais recomendado em guias para o controle da TB latente e ativa em

paises de alta renda e baixa incidéncia (DENKINGER et al., 2011). A maioria dos
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guias dos paises de alta renda recomenda a realizacdo do TST com confirmacao
pelo IGRA com base em estudos de meta-analise e revisdes sistematicas (PAI et al.,
2004; PAI et al., 2007; PAI et al., 2008). Em paises de baixa renda e alta incidéncia
de TB, a sensibilidade e a especificidade dos IGRAs sao menores do que em paises
de alta renda e baixa incidéncia (METCALFE et al., 2011). No Brasil, pouquissimos
trabalhos tém avaliado a utilizacdo desses testes no diagndstico da TB latente e
ativa (MACHADO et al., 2009).

A resposta protetora e patolégica ao Mtb bem definida € essencial para o
desenvolvimento e aplicacdo de estratégias vacinais, diagnésticas e terapéuticas
eficazes para tuberculose. A combinacdo de estudos em modelos animais e em
seres humanos é fundamental para melhorar a nossa compreensédo deste patégeno
que continua a desafiar os imunologistas.

O presente estudo tem como proposicao investigar a resposta imune celular
apos estimulos inespecificos e especificos do Mycobacterium tuberculosis nos
individuos com tuberculose latente e ativa, avaliar o papel do QuantiFERON®-TB
Gold in tube no diagnostico da tuberculose, bem como os polimorfismos de genes de

citocinas na predisposicao genética a tuberculose e capacidade de resposta imune.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO E FISIOPATOLOGIA DA TUBERCULOSE

O complexo Mycobacterium tuberculosis é composto das subespécies:
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti e o
Mycobacterium canettii. Chegam a ter 99,9% de similaridade na composicéo de seus
nucleotideos, porém, diferenciam-se em seus fenotipos, tropismo ao hospedeiro e
patogenicidade (BROSCH et al., 2002; ARNOLD, 2006).

Os avancos nas pesquisas em filogenética que buscam elucidar a origem e
evolucdo do Mtb, bem como certos aspectos de sua estrutura e biologia s6 foram
possiveis apds a caracterizacdo completa do genoma da cepa Mycobacterium
tuberculosis H37Rv. Esta cepa tem uso extenso em atividades biomédicas, pois
manteve sua viruléncia completa em modelos animais infectados com tuberculose
desde o seu isolamento em 1905. Com isso Cole & Cols. (1998) determinaram que o
genoma da cepa H37Rv é constituido de 4.411.529 pares de bases e contém cerca
de 4.000 genes com predominio das bases nitrogenadas citosina e guanina.

Mycobacterium tuberculosis é um bacilo gram positivo, resistente, delgado e
ligeiramente encurvado, ndo produtor de toxinas e intracelular facultativo, seu
comprimento estd em torno de 1,0 a 4,0 um, tendo 0,3 a 0,6 um de didametro. Sua
transmissao € direta de pessoa para pessoa e € considerado um patégeno aerobio
estrito, pois, além de competir com o pulmao por oxigénio consegue adaptar-se ao
ambiente microaerofilico do interior das células infectadas e do centro do granuloma
(KONEMAN, 2008). Uma melhor compreensdo das caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas e estruturais do patdégeno € extremamente importante, visto que essas
informacdes podem ajudar no desenvolvimento de novas intervencdes profilaticas e
terapéuticas (COLE, 2003).

Apés inalacdo do aerossol contendo o Mtb a bactéria é introduzida nos
pulmdes podendo gerar infeccdo no sistema respiratério (tuberculose pulmonar) ou
migrar para outros 6rgaos, causando tuberculose extrapulmonar. Uma propor¢cao
relativamente pequena das pessoas infectadas com Mtb ira desenvolver a
tuberculose. A patologia e o0 curso da doenca dependem principalmente da

sensibilidade do hospedeiro, do estado do sistema imune e do tipo de infecgao, se
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primaria, secundaria, latente ou de reativacdo (KAUFMANN, 2001; ARAUJO et al.,
2008).

A presenca do Mtb nos alvéolos pulmonares € logo detectada pelas células
fagociticas do hospedeiro, especialmente pelos macréfagos alveolares que
fagocitam a bactéria e migram através do sistema linfatico em direcdo aos
linfonodos. Os macrofagos ativados secretam quimiocinas e citocinas, gerando
como consequéncia uma reacao de hipersensibilidade, que em seguida pode levar a
formacdo do granuloma para conter a infecgdo (FLYNN & CHAN, 2001a). O
granuloma é uma massa de células, em grande parte compreendendo macréfagos
infectados com células T por todo seu entorno influenciando seu estado de
diferenciacéo e ativagdo com intuito de manter o granuloma estavel. Dessa forma, o
bacilo pode ficar contido nas lesdes do granuloma durante anos em um estado de
dorméncia a depender do estado imunoldgico do hospedeiro e outros fatores que
podem contribuir para a ativacdo da doenca (SUTER, 1952 apud FLYNN & CHAN,
2001a; SCHREIBER et al., 2011).

O curso da patologia pode levar ao estabelecimento de TB secundéria, essa
forma ocorre normalmente anos apos a lesé@o primaria e pode ter origem enddgena,
por reativacdo de um foco em laténcia ou ser originada de uma nova infeccdo com
cepas mais virulentas que resistem a resposta imune do hospedeiro. Nesse ponto, o
individuo j& apresenta forte memdéria imune aos antigenos do Mtb gracas a lesédo
primaria, assim, a tuberculose secundaria ocorre com maior reacao inflamatéria, do
tipo hipersensibilidade tardia caracterizada por cavitacdo e fibrose, desenvolvendo
lesbes mais limitadas e com evolugdo mais arrastada que as formas primarias
(NORTH & JUNG, 2004; DHEDA et al., 2005; KAUFMANN et al., 2005).

A laténcia clinica observada na maioria dos casos pode se estender por anos,
acompanhando o individuo ao longo da vida, isso pelo simples fato do bacilo
permanecer em um estado nao replicante (FLYNN & CHAN, 2001b). No entanto,
mesmo neste estado de dorméncia a bactéria mantém sua capacidade de causar
tuberculose ativa, se e quando ocorre uma interrupcdo da resposta imune:
desnutricdo, velhice e condicdes médicas que comprometam o sistema imunologico
como a insuficiéncia renal, o diabetes mellitus ndo controlado, e terapia com drogas
imunossupressoras sdo alguns dos fatores que levam a imunodepressao, e,
consequentemente, a reativacao da infecgao latente (GARCIA & GONZALEZ, 2001).

Dentre todos os fatores de risco para reativacdo da doenca, a infec¢ao pelo HIV sem
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davida alguma € o elemento de risco mais importante para por fim a dorméncia do
bacilo e gerar doenca ativa em adultos, ja que provoca a reducédo de células T CD4"
e produz algumas anormalidades funcionais em células T CD4" e T CD8", as quais
desempenham papel essencial na protecdo contra a TB ativa (FLYNN & CHAN,
2001a ; WELLS et al., 2007; AHMAD, 2011).

2.2 RESPOSTA IMUNE NA TUBERCULOSE

2.2.1 Resposta Imune Inata na Tuberculose

A fagocitose do bacilo da tuberculose por células apresentadoras de
antigenos no pulm&@o humano desencadeia um complexo processo infeccioso, que
conduz a uma resposta imune potente e potencialmente protetora do hospedeiro.
Neste cenario, os fagocitos, componentes do sistema imune inato tém papel
fundamental, pois, através dos seus receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares derivados da linhagem germinal (PRR) conseguem detectar a presenca
de estruturas moleculares microbianas denominadas padrdes moleculares
associados ao patégeno (PAMP) e dessa maneira geram resposta imediata a
infeccdo pelo Mtb. Varios grupos diferentes de PRR que respondem a componentes
micobacterianos ja foram identificados, dentre estes estdo os receptores Toll-like
(TLR), Nod-like e lectina do tipo C (CLR) (MODLIN et al., 1999; VAN CREVEL et al.,
2002).

Os macroéfagos alveolares sdo as primeiras células do sistema imune que
internalizam o patdgeno no pulm&o. O Mtb possui em sua camada externa varios
ligantes que sédo detectados pelos PRR dos macrofagos, dentre estes se destacam
as lipoproteinas 19 e 27 kDa, glicoproteina 38 kDa, o Lipoarabinomanose (LAM) e o
Lipomanose (LM). Todas essas estruturas sao reconhecidas pelos TLR,
principalmente pelos tipos TLR2, TLR4 e TLR9. A interacdo entre os ligantes do
bacilo da tuberculose com os TLR dos macréfagos desencadeia a ativacdo do fator
de transcricdo nuclear-kB (NF-kB), e como consequéncia leva a expressédo de
moléculas co-estimulatérias como CD80 e CD86 na superficie desses macrofagos e
de células dendriticas, e também a producdo de citocinas e quimiocinas proé-
inflamatarias, tais como, o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-1, IL-6, IL

-12 e o oxido nitrico (NO). Dessa maneira os macrofagos respondem a infeccao
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iniciando a cascata inflamatdria necessaria para o extravasamento de leucécitos nos
locais da infeccdo, um evento essencial para a inducédo e eventual expressao da
imunidade frente a infeccdo (Figura 1) (BRIGHTBILL et al.,, 1999; KRUTZIK &
MODLIN, 2004; BAFICA et al., 2005; KINCAID et al., 2007).
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Figura 1: Receptores de macréfagos (PRR) envolvidos no reconhecimento do Mtb e os seus
respectivos ligantes (PAMP).
Fonte: Adaptado de Druszczynska, M et al. “Monocyte signal transduction receptors in active and

latente tuberculosis”. Clinical and Developmental Immunology, 2011.

Outra molécula que é expressa pelo Mtb e é considerada como um importante
regulador da resposta imune é a TDM (trealose 6,6-dimicolato). Recentemente Lee &
Cols. (2012) afirmaram que neutréfilos ativados seletivamente por TDM através de
seus receptores CLR do tipo Mincle tendem a produzir TNF, IL-6 e proteina
inflamatdria de macréfagos (PIM), dessa maneira causam recrutamento celular
robusto e ativacdo de células inflamatérias, levando a formacédo do granuloma
pulmonar. Os neutréfilos sdo as primeiras células inflamatorias a migrarem para o
sitio de multiplicagdo do bacilo, essas células sédo atraidas ao local da infeccdo
atraves da sinalizacdo dos macréfagos e também pela ligagdo TDM-receptor Mincle.

E sabido que os neutrofilos estimulados secretam TNF, IL-1B, IL-8 e PIM-la



20

(SCANGA et al., 2004). E, de uma maneira ainda ndo bem esclarecida contribuem
para a tentativa de contencéo da infeccao (LEE et al., 2012).

Mesmo com o recrutamento intenso de leucocitos para o sitio da infeccdo e a
producdo de moléculas sinalizadoras, o bacilo da tuberculose cresce de forma
aparentemente descontrolada durante os primeiros dias da infec¢cdo. Moléculas do
Mtb impedem a fusdo do fagossoma com o lisossomo, logo, o bacilo permanece no
fagossomo livre dos compostos oxidativos que poderiam |Ihe causar danos. Além
disso, o bacilo inibe a apoptose e promove a morte necrética dos macréfagos
infectados, o que € fundamental para a sobrevida dos bacilos, pois, se multiplicam e
sao fagocitados por um novo macrofago que também falha no controle do patégeno,
e da mesma maneira € destruido (Figura 2). (CHEN et al., 2006; DIVANGAHI et al.,
2009; AHMAD, 2011).

2.2.2 Resposta imune adquirida na Tuberculose

Fortes evidéncias sugerem que a migracao de células dendriticas (DC) dos pulmbes
para os linfonodos é essencial para iniciagcdo da resposta imune efetora. DC sao
consideradas como as mais eficientes indutoras de ativacéo de células T virgens, e
essa eficiéncia decorre do fato de que elas fornecem ndo s6o estimulo
antigénico especifico, mas também sinais secundérios e terciarios que promovem o
desenvolvimento eficiente das células T efetoras. No entanto, DC s0 sdo detectadas
no linfonodo entre o sétimo e décimo dia apds a infeccdo, o0 que demonstra certa
dificuldade de migracao para o linfonodo (Figura 2). Essa lentiddo pode resultar em
um atraso na ativacdo das células T, e gerar como consequéncia uma reducdo da
resposta imune no pulmao (GALEGOS et al., 2008; REILEY et al., 2008; WOLF et
al., 2008). Wolf & Cols. (2007), em um ensaio com ratos infectados com Mtb,
demonstraram que a falta ou a quantidade reduzida de IL-12p40 esta associada com
a auséncia de expressao do receptor de quimiocina CCR7 em DCs, este receptor é
essencial para a atracdo dessas ceélulas para o linfonodo. Da mesma maneira
suspeita-se que o bacilo tenha capacidade de inibir a migracdo de DCs por
modulacdo do ambiente alveolar; que a IL-10 tem poder de limitar essa migragao, ou
mesmo que esse atraso pode ser um produto do crescimento lento das bactérias, o
que levaria a escassez de antigenos; ou ainda devido a natureza privilegiada do

tecido alveolar onde ha uma tendéncia em manter o espaco como superficie de
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troca de ar em oposi¢cdo a um local inflamatério (COOPER, 2009(a); WOLF et al.,
2007; URDAHL et al., 2011).

Primeiros dias 7-10 dias 14- dias
Pulmio Pulmio Linfonodo Pulmio

LXA,
F Mecroze .@

‘} WVirulenta \ : L
. { Afivacio do

DCs -o - Mib 0 @ — Fal
&= A fagicitn 4
yeos
Pritning mais
eficiente & resultado

PGE,
IL-IU’\
de uma apoptose . L1

N | e
r\*-

Figura 2: Tempo percorrido a partir da infec¢éo até a geracao de resposta imune efetora no pulméao.
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Fonte: Adaptado de Torrado, E et al. “Cellular response to mycobacteria: balancing protection and

pathology”. Trends in Immunology, 2011.

A chegada de DCs no linfonodo coincide com a ativacao de células T virgens.
Acredita-se que as condicfes ideais para a ativacdo das células T sédo exclusivas
dos linfonodos e ndo ocorrem no pulméo. O desenvolvimento, fungéo e fendtipo de
todas as células efetoras ir4 depender do poder das DCs em gerar células efetoras
eficazes. Para isso, torna-se necessario a expressao de antigenos associados ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), moléculas co-estimulatérias,
citocinas especificas e a realimentagdo pelas células T regulatorias produtoras de IL-
10 no linfonodo (BARNES et al., 1993; WOLF et al., 2008). Nesse ambiente, as
células T virgens séo ativadas e essa iniciacdo promove a expansao clonal, a
expressao e a modulacéo de receptores e de algumas moléculas fundamentais para
a funcdo efetora destas células. Apdés a ativacdo e a diferenciacdo nos orgaos
linféides as células T seguem 0 seu curso rumo ao pulmdo em resposta a
inflamacdo, e dessa maneira podem gerar protecdo através da ativacdo dos
fagdcitos infectados (WOLF et al., 2007; COOPER, 2009).

Para que haja uma resposta imune eficiente no pulmédo é extremamente
nescessario a ativacao das células fagociticas do hospedeiro por meio das células T
produtoras de IFN-y, citocina chave no controle do Mtb, visto que esta molécula

potencializa a capacidade microbicida dos macréfagos aumentando a producdo de
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peréxido de hidrogénio (H,0O,) e 6xido nitrico (NO), com as quais consegue matar o
bacilo. No entanto, células T produtoras de IFN-y apenas sao detectadas no pulméao
14 dias apos a infeccdo, sendo que a quantidade suficiente para limitar a
proliferacdo do Mtb ocorre em aproximadamente 21 dias apds o contato inicial
(KAUFMANN, 2001; SHAFIANI et al., 2010). Reduzir o tempo de chegada das
células T produtoras de IFN-y no pulmdo é importante para cessar 0 crescimento
bacteriano e reduzir os impactos gerados pelo Mtb no local da inflamacéo. Nesse
contexto, o papel das células T regulatérias e da citocina IL-10 pode ser maléfico,
visto que, estas citocinas, juntamente com o bacilo, diminuem a resposta imune do
tipo TH1 (Figura 2) (TORRADO et al., 2011; URDAHL et al., 2011).

Os linfécitos T CD8" também contribuem para o controle da TB, essas células
reconhecem fragmentos peptidicos ligados ao MHC classe | que é expresso em
praticamente todas as células do organismo. Tratando-se do Mtb, sabe-se que
vesiculas apoptéticas proveniente de células infectadas contendo o complexo
antigeno-MHC classe | sdo capazes de estimular especificamente células T CD8"
conforme descrito na figura 2. ApOs essa ativacio, os linfécitos T CD8" produzem
IFN-y e sintetizam granulos que sdo secretados para exercer uma fungao citolitica
sobre as células infectadas contribuindo em grande parte para o controle inicial da
patologia (KAUFMANN, 2001; NORTH & JUNG, 2004). Logo, a resposta imune
celular do tipo Thl consegue conter a infeccdo, com a participacao de células bem
conhecidas como T CD4", T CD8" e fagdcitos; a producéo de citocinas como; IL-2,
IFN-y, IL-12, IL-6, IL-18 e TNF dentre outras, e também as quimiocinas, que
desempenham papel extremamente importante no recrutamento celular para
formacdo do granuloma (Figura 3) (KAUFMANN, 2001; NORTH & JUNG, 2004).

A resposta por meio das células T helper do tipo 2 ao Mth também se faz
presente. Esta resposta leva a producédo de IL-4, o que segundo van Crevel e cols.
(2000) poderia antagonizar a defesa do hospedeiro e levar a necrose tecidual. No
entanto, IL-4 pode contribuir para a proliferacdo de linfocitos B. Por se tratar de um
micro-organismo intracelular, e estar protegido da acado biolégica dos anticorpos, a
resposta humoral até bem pouco tempo era considerada como pouco relevante na

infeccdo pelo Mtb, acreditava-se que ela nao oferecia contribuicdo significativa na
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protecdo contra o bacilo. Contudo, trabalhos recentes demonstram que a maior
populacdo de linfécitos dentro das lesGes sao células B220+, que sdo provaveis
células B, se acumulam em foliculos parecidos com tecido linféide nascente,
regulados por quimiocinas especificas, e dessa maneira podem desempenhar papel
na regulacdo da imunidade no local da lesdo. Esses dados deixam claro que o real
papel das células B na resposta ao bacilo da tuberculose requer maiores avaliacoes,
especialmente no que tange a sua presenca e controle no local da infeccdo
(GARCIA GONZALEZ et al., 2001; KAHNERT et al., 2007).

2.3 POLIMORFISMO DE CITOCINAS NA TUBERCULOSE

As citocinas tém um importante papel na regulacao do perfil de citocinas pro-
inflamatorias (Thl) e anti-inflamatodrias (Th2) e a alteracdo deste equilibrio pode ter
implicacdes na clinica de muitas doencas autoimunes e infecciosas (KEEN, 2002).
As citocinas e seus receptores sao frequentemente codificados por genes com alto
grau de polimorfismo (HOPKINS, 2003). Estudos de identificacdo de polimorfismo
em genes de citocinas e seus receptores identificaram que estes genes sao muito
polimédrficos, mas que as sequéncias nos éxons sdo conservadas (BIDWELL et al.,
1999). A maioria dos polimorfismos identificados, até o momento, esta localizada
nas regides nao transcritas dos genes (KEEN, 2002). Os polimorfismos nestas
regides do gene podem afetar a expressao, inibindo ou estimulando a transcricao,
dependendo dos elementos regulatérios e do nivel de regulacdo envolvido (KEEN,
2002; HOPKINS, 2003).

Em uma revisdo sistematica da literatura Bidwell e cols. (2001) relataram um
estudo mostrando a associacdo entre polimorfismos nos genes da IL-1b +3953 e do
IL-1Ra e a tuberculose pleural. Em outra publicacdo de Hollegaard & Bidwell (2006)
foram relacionados outros estudos que conseguiram demonstrar a associacao entre
polimorfismo de citocinas e TB: IL12B intron 2 ATT,; IL12B promotor, intron 2,
IL12RB1 hapl6tipo 2: 641G 684T 1094C 1132C; TNF -237 G>A; TNF -308 G>A.

Desde entdo, diversos estudos tém buscado a associacdo entre o
polimorfismo de diversas citocinas e a TB. Aqui serdo abordados os polimorfismos

genéticos das citocinas IL-6, IL-10, IFN-y, TNF e TGF-B1 com a tuberculose.
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O funcionamento das citocinas € um elemento central na homeostase da
resposta imune, e modificacbes das fun¢des das citocinas podem levar a resposta

imune anormal e ineficaz, como visto na tuberculose humana.

2.3.1 Polimorfismo do IFN-y na Tuberculose

O IFN-y é a citocina chave no controle da tuberculose. Esta citocina €
produzida pelas linfécitos T CD4+, CD8+ e células NK. Os experimentos mostram
que ratos deficientes (Knock-out-KO) dos genes de IFN-y tém infecgbes
disseminadas por agentes intracelulares, inclusive as micobactérias (COOPER et al.,
1993).

Mycobacterium tuberculosis € um potente indutor de IL-12, e como a
producdo de IFN-y & dependente de IL-12, a producdo de IFN-y & geralmente
detectada em hospedeiros infectados. Ainda que, a producao de IFN-y por si s6 seja
insuficiente para o controle da infeccdo por Mtb, esta citocina exibe uma resposta
protetora a este patogeno. O IFN-y & produzido tanto por sujeitos TST positivos sédos
e enfermos. Se bem que a producdo de IFN-y pode variar muito entre sujeitos e
alguns estudos sugerem que os valores de IFN-y estdo diminuidos em pacientes
com TB ativa (FLYNN & CHAN, 2001).

Foram descritos cinco alelos diferentes nas regides microssatélites do gene
IFN-y. Posteriormente, Pravica e colaboradores (2000) mostraram haver correlacao
entre o alelo#2 do microssatélite, e a presenca do alelo T localizado no SNP +874
T>A no sitio de inicio da traducédo, coincidindo com o sitio de ligacdo NF-xB que
pode ser importante na inducdo de alta producdo de IFN-y. Desta forma, tem sido
sugerido que o polimorfismo T>A na posi¢cado +874, associado com o marcador CA
microssatélite, influencia diretamente o nivel da producdo de IFN-y.

Alguns estudos tém relacionado o polimorfismo genético da citocina IFN-y
com as diversas formas de tuberculose. Frequéncias alélicas e genotipicas do gene
da citocina IFN-y (+874 T>A) foi avaliada por VALLINOTO e cols (2010) em
pacientes com TB e grupo controle. Neste estudo foi observada uma associacao
significativa entre a presenca do alelo +874A e do gendtipo +874AA com a
tuberculose ativa, enquanto o alelo +874T e o gendtipo +874TT foram mais

frequentes no grupo controle. Estes resultados sugerem um papel protetor do
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genotipo +874TT e um fator de predisposicdo do gendtipo +874AA para a
tuberculose. Em um estudo realizado no Paquistdo foi demonstrada a associacao do
gendtipo +874TT com a ndo progressdo para formas graves da tuberculose
(ANSARI et al., 2009). LOPEZ-MADERUELO e cols (2003) demonstraram que
individuos homozigéticos para o alelo A (+874) tém diminui¢do da producédo de IFN-y
0 que pode ocasionar susceptibilidade para o desenvolvimento da tuberculose.
Outros resultados corroboram os achados acima (TSO et al., 2005; AMIM et
al., 2008) e como também o estudo de meta-andlise realizado por Pacheco e cols
(2008) que indicam o polimorfismo do alelo +874T marcador de progndstico da

tuberculose.

2.3.2 Polimorfismo do Fator de Necrose Tumoral na Tuberculose

O TNF é necessario para gerar uma resposta granulomatosa e para uma
imunidade celular efetiva. Em grandes quantidades pode produzir febre, perda de
peso, debilidade muscular e necrose nos pulmdes. A eliminagéo intracelular de Mtb
esta controlada pela producéo de NO induzida pelo TNF, sem esta inducdo o Mtb
cresce sem controle. (KAUFMANN, 2001).

O gene TNF possui uma regido transcricional rica em polimorfismos,
associada com valores altos de expressao de TNF (KROEGER et al., 1999). Para o
polimorfismo da posigédo —308G>A, foi designado TNF1 o alelo A e TNF2 o alelo G.
O TNF2 foi associado ao fenotipo de alto produtor dessa citocina em diversos
estudos (WILSON et al., 1993). Contudo, os efeitos dos alelos -238 G/A e -376 G/A
sao pouco conhecidos, 0s quais podem ter importancia na patogénese das doencas
infecciosas. Vérios estudos ndo acharam associacao entre polimorfismos do TNF e
TB (AMIRZARGAR et al.,, 2004; HENAO et al.,, 2005; VEJBAESYA et al., 2007,
ATES, 2008). Entretanto, alguns trabalhos encontraram associacdo entre
polimorfismos do TNF e TB (OLIVEIRA et al., 2004; CORREA et al., 2005; HILL et
al., 1996). Diferengas entre esses achados podem ser explicadas devido ao
polimorfismo diferentes em cada populacdo étnica e também a associacdo entre
HLA e TNF em diferentes populacdes (LIO et al., 2001).
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2.3.3 Polimorfismo da IL-10 na Tuberculose

A IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, produzida por macrofagos, possui
atividades desativantes de macrofagos, incluindo a alteracédo da producéo de IL-12,
a qual por sua vez diminui a producdo de IFN-y pelas células T. (COOPER &
KHADER, 2008.) A regido flanqueadora 5” do gene da IL-10 é altamente polimorfica,
com trés pares de base em substituicdo na posicéo -1082 G>A, -819C>T e -592C>A.
que resulta em producao diferente de IL-10. O alelo G na posicdo -1082 e haplétipos
contendo este alelo tem sido associado com alta producdo de IL-10, enquanto o
alelo A e haplétipos tem sido associado com baixa producéo de IL-10 (MAURER et
al., 2000).

A associagéo significativa entre os alelos e haplétipos -1082 G>A da IL-10 e a
TB foi relatada por diversos autores, enquanto nenhuma associacao
estatisitcamente significativa foi encontrada entre diferentes formas clinicas da TB e
IL-10 (ORAL et al.,, 2006; ATES et al., 2008). Contudo, outros estudos com boa
casuistica, ndo demonstraram associacdo entre a TB e o polimorfismo da IL-10 na
posicdo -1082 (LOPEZ-MADERUELO et al., 2003; TSO et al.,, 2005; SHIN et al.,
2005). Uma possivel explicacdo para a inconsisténcia entre estes estudos é que
variacbes genéticas étnicas especificas podem influenciar a imunidade do

hospedeiro para a tuberculose (STEAD et al, 1990).

2.3.4 Polimorfismo da IL-6 na Tuberculose

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica originalmente identificada como fator de
diferenciacdo de células B. E multifuncional e regula a resposta imune, a
hematopoese, a resposta de fase aguda e a inflamacdo. E produzida por diversas
células incluindo fibroblastos, macréfagos, células dendriticas, linfécitos T e B,
células endoteliais, célula gliais e queratindcitos, em resposta a uma variedade de
estimulos externos. (ISHIHARA & HIRANO, 2002; MOCELLIN et al., 2003).

Estudos recentes tém demonstrado que a IL-6 desempenha um papel muito
importante na regulacdo do equilibrio entre as células Th17 produtoras de IL-17 e
células T regulatérias (Treg). Estes dois subtipos celulares desempenham func¢des
importantes na resposta imune. As células Thl7 sdo fundamentais na patogénese

das doencas autoimunes e de protecdo contra as infec¢cdes bacterianas, enquanto
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as células Treg contém a resposta exacerbada das células T efetoras (BETTELLI et
al., 2006; KIMURA & KISHIMOTO, 2010).

Um polimorfismo na regiao flanqueadora 5 do gene da IL-6 na posicdo —
174G>C parece afetar a transcri¢cdo da IL-6 (FISHMAN et al., 1987). Os individuos
com genodtipo+-0 homozigoto para o alelo G e heterozigoto GC, mostraram maiores
valores de IL-6 no plasma, alta atividade transcricional e maior inducdo de resposta
do que individuos homozigotos para o alelo C (OLIVIERE et al., 2002).

Os dados da literatura ndo relatam associagdo significativa entre o
polimorfismo de IL-6 e TB (HENAO et al., 2005; ORAL et al., 2006).

2.3.5 Polimorfismo do Fator de Transformacdo do Crescimento-Bl na

Tuberculose

O Fator de Transformacdo do Crescimento-pl (TGF-f1) € um importante
regulador da inflamacéo, atuando como pro-inflamatorio em baixas concentracoes, e
anti-inflamatério em altas concentracdes. Na condicdo de citocina pro-inflamatoria
promove a quimiotaxia dos leucécitos e fibroblastos até os locais de lesdo. Uma
parte dessa atividade depende do aumento da producdo de moléculas de adeséo
intercelular e, desse modo, facilita a diapedese. O TGF-B1, em altas concentracdes,
suprime a producédo de TNF e de oxido nitrico pelos macrofagos. Inibe também a
producdo de IFN-y e TNF pelas células NK e tem acdo antagonica ao IFN-y. Todas
estas acOes podem modular as reacoes inflamatorias e facilitam a cicatrizacdo das
lesBes tissulares (VODOVOTZ, 1997; OMER et al., 2000; BROWN et al., 2002).

Diversos polimorfismos ja foram identificados no gene do TGF-B1, sendo trés
localizados na regido a montante do primeiro nucleotideo transcrito, nas posicoes -
988C>A, -869G>A e —509C>T; um na regido nao traduzida, na posi¢ao +72(+C), trés
na regido codificadora do gene que codifica uma sequéncia de residuos de
aminoacidos na forma ativa: LeulO/Pro (cdédon 10), Arg25/Pro (cédon 25) e
Thr263/lle (CAMBIEN et al., 1996; AWAD et al., 1998).

As mutacdes no codon 10 (Leu/Pro) e no codon 25 (Arg/Pro) foram
associadas com o fenoétipo de alto produtor de TGF-B1, (HUTCHINSON et al., 1998;
GRAINGER et al., 1999).

O TGF-B1 tem um importante efeito anti-inflamatorio e estd aumentado em

soro de pacientes com TB avancada (FIORENZA et al., 2004). Monécitos de
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pacientes com TB secretam quantidades aumentadas de TGF-B1 no iitio da
estimulacao in vitro com antigenos micobacterianos (OLOBO et al., 2001; TOOSSI
et al.,, 1995). Células gigantes de Langerhans e células epiteldides no granulomas
de TB expressam valores altos de RNAmM de TGF-B sugerindo que a prodw;éao local
resulta na inibicdo do macrofago (TOOSI et al.,1995).

Na tuberculose, TGF-B1 aumenta o crescimento intracelular do Mtb enquanto
anticorpos neutralizantes para TGF-B1 reduzem o crescimento intracelular (HIRSCH
et al.,1994). Portanto, é concebivel que variacdes alélicas no gene promotor do
TGF-B1 resultem em prodgéo alterada desta proteina que pode ser respon savel
pela patogénese diferente da TB entre os individuos. O polimorfismo -509C>T no
promotor do TGF-B1 esta associado com valores circulantes desta citocina. O Alelo
T é mostrado por estar associado com alta producédo de TGF-B1 (GRAINGER et al.,
1999).

2.4 IMUNODIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE

2.4.1 Teste Tuberculinico

O Teste Tuberculinico (TST) foi desenvolvido a partir do lisado do Mtb,
também chamado de Derivado Protéico Purificado (PPD), apresentando uma
classica resposta de hipersensibilidade do tipo tardia verificada ap6s a injecao
subcutanea. O PPD é composto de antigenos soluveis derivados do Mtb degradados
por um processo de inativacdo pelo calor aplicado em caldo de cultura. A
preparacao do filtrado de cultura contém proteinas liberadas durante a primeira fase
de crescimento da bactéria na cultura. O filtrado de cultura do Mtb compreende mais
de 100 proteinas com multiplos antigenos (HUEBNER et al., 1993; WEIR et al.,
2008).

O PPD, ao longo dos tempos, sofreu pequenas modificagbes para se tornar
mais especifico, e, hoje é o padréo internacional para o TST, em que este teste tem
a finalidade de identificar infeccao pelo Mtb (HUEBNER et al., 1993; JASMER et al.,
2002). O TST consiste na injecdo intradérmica do PPD de Mtb, convencionalmente
na face ventral do antebrago esquerdo. A injecdo do antigeno tuberculinico causa
uma reacdo de hipersensibilidade tipo IV, que se caracteriza por vasodilatacao,
edema e acumulo de linfécitos e células inflamatérias no local, o que sugere o

desenvolvimento da imunidade especifica para a tuberculose. Esta imunidade pode
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ser oriunda da sensibilizacdo com a vacina BCG, contato com bactérias do meio
ambiente ou pelo contato prévio com o bacilo Mtb (HOWARD & SOLOMON, 1988;
FARHAT et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007). A leitura do teste é feita apds 48 a 72
horas, onde se pode observar a formacdo de um nddulo, que corresponde a
chamada resposta de hipersensibilidade tardia. O resultado do teste é expresso pela
medida do maior eixo transversal deste nddulo, em milimetros, desprezando-se o
eritema que se forma ao redor (SOARES et al., 2004; BRASIL, 2010). A resposta é
entdo avaliada segundo o tamanho do eixo transversal do nédulo medido: 0 a 4 mm:
nao reator, 5 a 9 mm: reator fraco e maior ou igual a 10 mm: reator forte. No Brasil, o
Ministério da Saude indica profilaxia para tuberculose latente individuos que tiveram
contato recente com caso confirmado de tuberculose e resultado de TST acima de
5mm (HOWARD & SOLOMON, 1988; SOUZA et al., 2006; BRASIL, 2010).

Varios estudos tém demonstrado que o TST ndo distingue, com seguranca,
pessoas vacinadas com BCG daquelas expostas a micobactérias do ambiente ou
infectadas com Mtb (SALLES et al., 2007; WEIR et al., 2008). Além de apresentar
resultados falso-negativos que podem ser decorrentes de uso de antigenos
inadequados ou mal conservados, erros técnicos na aplicacéo ou na leitura do teste,
necessidade de retorno do paciente (TEIXEIRA et al., 2007; NYENDAK et al., 2009).
O fato do teste tuberculinico ainda continuar em uso, ndo obstante essas limitagdes,
revela a necessidade urgente de viabilizar testes mais especificos para o diagnéstico
da TB.

2.4.2 Ensaios baseados na liberagdo de Interferon-gama

Os Ensaios baseados na liberacdo de Interferon-gama (IGRA) se baseiam na
resposta imune celular e liberacdo de IFN-y, uma vez que a liberacdo dessa citocina
€ usada como marcador de infeccdo. Esse teste utiliza antigenos da regido RD-1 de
Mycobacterum tuberculosis como ESAT-6 e CFP-10 (AREND et al, 2000;
ANDERSEN et al.,, 2000; LALVANI et al.,, 2005). Dois testes estdo sendo
comercializados o0 QuantiFERON®-TB Gold in Tube (Cellestis Inc., Valencia, CA,
EUA), o T SPOT-TB® assay (Oxford Immunotec, Abdingdon, Reino Unido). Os
IGRAs oferecem algumas vantagens quando comparados ao TST. Os IGRA

possuem uma maior especificidade, resultado em 24 horas, ndo necessita retorno do
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paciente, ndo ha subjetividade do operador e possui menos reatividade cruzada com
a BCG e com outras infeccdes por micobactérias. (PAl et al., 2004; KUNST, 2005).

Alguns estudos que avaliam a sensibilidade diagnéstica dos IGRA em
pacientes soropositivos, de areas de baixa prevaléncia sugerem maior sensibilidade
do que o TST (CHAPMAN et al., 2002; STEPHAN et al., 2008). Jones e
colaboradores (2008) avaliaram a sensibilidade do QuantiFERON®-TB Gold In-Tube
(QFT-IT) em 590 individuos HIV-positivos e demonstraram que o0s resultados
estavam intimamente ligados com fatores de risco conhecidos como Tuberculose
latente ou histéria pregressa de tuberculose. Os resultados indeterminados do QFT-
IT foram significativamente correlacionados com a contagem baixa de células T
CD4+, pois estas sao a principal fonte produtora de IFN-y. PAl e colaboradores
(2008), afirmam que a anergia devido a doenca avancada, a desnutricdo e a co-
infeccdo com HIV associada a imunossupressao podem reduzir a sensibilidade dos
IGRA, até mesmo do T SPOT-TB®.

Ewer e colaboradores relataram maior correlacdo do T SPOT-TB® com o
tempo de exposicdo das criancas com casos confirmados de TB do que o TST.
Neste trabalho foi também demonstrado maior positividade do TST em criancas
vacinadas sem TB quando comparado as ndo vacinadas sem TB (EWER et al.,
2003). Isto sugere que o TST pode apresentar resultados falso-positivos devido a
interferéncia da BCG, em criancas e adolescentes que foram sensibilizadas ha
alguns anos atras e, portanto, ainda mantém uma memaoria imunolégica potente para
0s antigenos presentes na BCG. Neste caso, os IGRAs poderiam ajudar a elucidar
casos de positividade do TST decorrentes de exposi¢do prévia a BCG em criangas,
e ndo devido a uma infec¢cdo por Mth. Uma desvantagem, para os paises em
desenvolvimento, € o custo dos IGRA que é muito oneroso para ser usado na rotina

do diagndstico in vitro da tuberculose.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESES

HO1l: Nao ha diferenca na resposta imune celular aos antigenos do teste
QuantiFERON®-TB Gold in-Tube de individuos com tuberculose ativa, TST positivo
e TST negativo.

H1: H& diferenca na resposta imune celular aos antigenos do teste
QuantiFERON®-TB Gold in-Tube de individuos com tuberculose ativa, TST positivo
e TST negativo.

HO02: N&o h& associacao entre o polimorfismo das citocinas IL-6, IL-10, IFN-y,
TNF e TGF-B1 e a susceptibilidade a tuberculose.
H2: Ha associacéo entre o polimorfismo das citocinas IL-6, IL-10, IFN-y, TNF

e TGF-B1 e a susceptibilidade a tuberculose.

HO3: Na&o ha influéncia do polimorfismo +874 T>A do gene IFN-yna
positividade do teste QuantiFERON®-TB Gold in-Tube.

H3: Ha influéncia do polimorfismo +874 T>A do gene IFN-y na positividade do
teste QuantiFERON®-TB Gold in-Tube.
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3.2 OBJETIVO GERAL:

Analisar o efeito dos antigenos do QuantiFERON®-TB Gold In-Tube sobre a

resposta imune, in vitro, de individuos com tuberculose e associar o polimorfismo

genético de citocinas com a susceptibilidade a tuberculose pulmonar.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Em individuos com Tuberculose ativa, TST positivo e TST negativo

1.

Quantificar os leucdcitos e subtipos linfocitarios (CD3+, CD3+CDA4+,
CD3+CD8+, CD56+ e CD19+).

Comparar o resultado do teste QuantiFERON®-TB Gold In-Tube com o
teste Tuberculinico.

Comparar a producéo das citocinas do perfil Thl (IFN-y, TNF), IL-6 e
regulatérias (IL-10 e TGF-B1), in vitro, por células do sangue periférico
apos estimulo com antigenos do teste QuantiFERON®-TB Gold In-Tube.
Descrever as frequéncias alélicas, genotipicas e dos fendtipos previstos
de polimorfismos genéticos das citocinas IL-6, IL-10, TNF, TGF-B1 e IFN-y.
Investigar associacdo de alelos ou combinacdo de distintos alelos de
citocinas inflamatorias e anti-inflamatoérias (IL-6, IL-10, TNF, TGF-B1 e IFN-
Y) com a resposta de citocinas in vitro.

Investigar associagdo de alelos ou combinagdo de distintos alelos de
citocinas inflamatorias e anti-inflamatdrias com a menor susceptibilidade a
infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis

Investigar a influéncia do polimorfismo +874A>T do IFN-y sobre a
positividade do teste QuantiFERON®-TB Gold In-Tube.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DA POPULACAO DE ESTUDO

Foram selecionados em unidades ambulatoriais especificas de atendimento a
tuberculose (Instituto Brasileiro de Investigacdo para a Tuberculose—IBIT na
Fundacdo José Silveira/Hospital Santo Amaro de Salvador-BA e do Hospital
Especializado Otavio Mangabeira—HEOM, do Estado da Bahia), 181 individuos
divididos em trés grupos: com Tuberculose (Grupo TB), com teste tuberculinico
positivo (Grupo TST positivo) e grupo com teste tuberculinico negativo (Grupo TST
Negativo) no periodo entre agosto de 2010 e dezembro de 2011. Nao foram
incluidos neste estudo os individuos com suspeita clinica ou diagndstico de gravidez,
diabetes, cancer, imunodeficiéncias e doencas infecciosas como hepatites B e C,
HIV, HTLV. Foi uma amostragem de conveniéncia.

Grupo | (TB): Cinquenta e um individuos com diagndstico de tuberculose por
esfregaco do escarro com presenca do BAAR (bacilo &lcool-acido resistente) e/ou
cultura para BK positiva.

Grupo Il (TST positivo): Setenta individuos com teste tuberculinico positivo,
baciloscopia e cultura negativas, quando indicativo, e auséncia clinica da doenca.

Grupo Il (TST negativo): Sessenta individuos com teste tuberculinico
negativo, sem histéria ou sintomatologia de tuberculose ou de infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis (estudantes e profissionais da area administrativa

exames pré-admissionais).

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacédo Bahiana para o desenvolvimento das Ciéncias de acordo com as normas
vigentes na Resolucdo CNS no. 196/96 (Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos) com o numero de oficio de aprovacao
86/2009.
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Todos os participantes receberam as devidas informacdes sobre a pesquisa e

preencheram formularios para assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido, permanecendo uma cépia com 0S mesmos.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Selecdo dos individuos participantes do Estudo

Ficha clinica - TCLE

Leucograma —
Coleta de Sangue:
Grupo TST-negativo
Grupo TST-positivo
Subt Grupo TB
ubtipos | :
Linfocitarios

QuantiFeron-TB
X
Teste Tuberculinico

Polimorfismo
Genético de
Citocinas

Dosagem de ciitocinas pos-estimulo com
a PHA e antigenos do Mtb (QFT-IT)

4.4 REALIZACAO DO TESTE TUBERCULINICO (TST)

O TST foi realizado com a aplicagcéo de 2 unidades internacionais do PPD RT

23 (Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark) intradermicamente de acordo

com as recomendacdes do Ministério da Saude. A enduracédo foi medida apos 72

horas. Foi considerado ndo reator diametro medindo de 0 a 4 mm, fraco reator de 5
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a 9 mm e forte reator acima de 10 mm. As leituras e aplicacbes foram feitas por
profissionais treinados e capacitados dos locais onde foram realizadas as coletas

das amostras.
4.5 LEUCOGRAMA

O Leucograma foi realizado em analisador automatizado de células
sanguineas modelo Cell-DYN 3000 (ABBOTT, ILLINOIS, USA) no IBIT ou HEOM.

4.6 IMUNOFENOTIPAGEM DOS LINFOCITOS

Amostra de sangue periférico de cada voluntario foi colhida em tubos de
coleta a vacuo de 4mL com K°EDTA (BD Sciences). Os fendtipos linfocitarios foram
quantificados por ensaio citofluorimétrico utilizando o kit comercialmente disponivel
Lymphogram® e PerfectCount Microspheres™ (ambos Cytognos — Salamanca —
Espanha) segundo as instru¢cdes do fabricante. Os dados foram adquiridos pelo
FACScalibur ® (BD Biosciences) com dez mil eventos computados e analisados pelo
CellQuest® software (BD Biosciences). As informacfes referentes aos aspectos
como tamanho e granulosidade, identificados por graficos com eixo de disperséo de
luz frontal (FSC — Forward Scatter) e eixo de dispersao de luz lateral (SSC — Side
Scatter) possibilitaram a selecdo da populacédo linfocitaria (Figura 4). Para a
identificacdo das subpopulacdes de linfocitos T, linfécitos B e células NK, por
citometria de fluxo, foram consideradas suas propriedades morfolégicas e a
fluorescéncia consequente a presenca de anticorpos monoclonais especificos para
cada molécula: anti-CD8-FITC, anti-CD19-FITC, anti-CD3-PE, anti-CD56-PE e anti-
CD4-PE/Cy5. As células marcadas por cada monoclonal exibem, em escala
logaritmica, cores e intensidade de fluorescéncia distintos, permitindo a
discriminagcdo das subpopulacdes linfocitarias no histograma (Figura 4a, 4b, 4c. 4d,
de, 4f).

A utilizacao do reagente PerfectCount Microspheres™ (Cytognos, Salamanca,
Espanha) permite o célculo dos valores absolutos das subpopula¢gdes por microlitro
de sangue. O fabricante fornece o niumero de beads por microlitro para servir de

controle interno da quantificacdo das células.
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Figure 4: Identificacdo e caracterizacdo das subpopulagdes linfocitarias por citometria de fluxo. Figura
4a gated de linfécitos. Figura 4b purificagdo. Figuras 4c e 4e apresentam a distribuicdo das células
de acordo com intensidades de fluorescéncia emitidas pela ligacdo dos anticorpos monoclonais
especificos, em ambos os eixos. As figuras 4d e 4f apresentam tamanho celular versus padréo de
fluorescéncia (CD56/CD3-PE e CD4-Pe/Cy5, respectivamente).

4.7 REALIZACAO DO QUANTIFERON®-TB GOLD IN TUBE

O ensaio foi feito de acordo com as instrugcbes do fabricante do teste
Quantiferon®-TB Gold in Tube (QTF-IT) (Cellestis Ltda., Victoria, Australia). Foi
adicionado 1 mL de sangue aos tubos Nil (controle negativo), Mitogeno (PHA-
controle positivo ) e antigenos TB ( ESAT-6, CFP-10 e TB-7.7 antigenos especificos
do Mycobacterium tuberculosis). As amostras de sangue foram incubadas a 37°C
por 24 horas, centrifugadas a 1500 rpm, coletado o plasma e estocado a -20 graus

para dosagem posterior do IFN-y pelo método de ELISA com kit fornecido pelo
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fabricante. O teste foi considerado positivo > 0,350 (ap0s a subtracao dos valores de
IFN-y antigenos do Mtb do Nil) e negativo para valores menores que < que 0,350. Se
Nil < 8,0 e PHA > 0,5 Ul/mL, o teste foi validado, resultados diferentes desses foram

considerados invalidos.

4.8 DOSAGEM DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

4.8.1 Dosagem de IL-6, IL-10, IFN-y e TNF

As concentragdes de IL-6, IL-10, IFN-y e TNF em sobrenadante das amostras
incubadas no kit QFT-IT foram determinadas utilizando o ensaio Human Th1/Th2
1llplex FlowCytomix Multiplex (eBioscience, Viena, Austria) de acordo com as
instrucdes do fabricante.

O ensaio foi realizado em tubos do tipo eppendorf. Inicialmente, foi realizada a
reconstituicdo dos padrdes para em seguida ser feita a mistura dos padrdes (IL-6, IL-
10, IFN-y e TNF). Na etapa seguinte, em um tubo de eppendorf, foi realizada a
mistura das beads marcadas com anticorpos monoclonais anti-IL-6, anti-IL-10, anti-
IFN-y e anti-TNF e a mistura de conjugado biotinilado contendo anticorpos
especificos contra as citocinas a serem dosadas, em outro tubo. Ao fim deste
processo, tubos de eppendorf foram numerados em branco, curva-padrao e
amostras e a cada um deles foi adicionado a mistura de beads, a mistura de
conjugado biotinilado, as amostras e padrbes correspondentes. Os tubos foram
incubados por 2h e, entdo, feita a lavagem com tampdo de ensaio, seguida de
centrifugacdo. Foi adicionado a cada tubo Streptavidina-Ficoeritrina seguido de
incubacdo por 1lh. Apls esse periodo, foram feitas duas novas lavagens e
centrifugacdes. Ao final deste processo, as solucdes foram transferidas para tubos
de citometria para ser realizada a aquisic&o no citémetro de fluxo FACScalibur ® (BD
Biosciences) com dez mil eventos computados e analisados pelo software

FlowCytomix™ Multiplex Technology (eBioscience, Viena, Austria)
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4.8.2 Dosagem de TGF-f1

A concentracdo de TGF-f1 dos sobrenadantes das amostras de sangue
incubadas no kit QFT-IT foi medida com o teste Human TGF-betal FlowCytomix
Simplex (eBioscience, Viena, Austria) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Inicialmente, as amostras foram pré-diluidas 1:10 com tampé&o de ensaio. Foi
adicionado a cada uma delas 20 uL de HCI 1N, seguido de incubac&o por 1h. Ao
final deste tempo adicionado 20 uL de NaoH 1N, e, entdo realizado o procedimento

como descrito no item 4.8.1.

4.9 POLIMORFISMO DE CITOCINAS

4.9.1 Extracao do DNA gendmico

A purificacdo do DNA sanguineo foi efetuada com o Kit PureLink® Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em um tubo de eppendorf de 1,5 mL
foi adicionado 200 pL de sangue, 20 pL Proteinase K, 20 uL RNase A e feita a
mistura por turbilhonamento (vortex). A mistura foi incubada por 2 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 200 pL Solucéo de Lise seguido
de turbilhonamento por 15 segundos e incubacgao por 30 minutos a 55°.C em banho-
maria. Na etapa seguinte, foi adicionado 200 uL de Etanol 96-100% e a mistura
transferida para uma coluna de silica, para entdo ser centrifugada 10000g por 1
minuto. O filtrado foi descartado e a coluna colocada dentro de um tubo coletor.

A lavagem do material foi realizada em duas etapas com 500 uL da solucao
de lavagem | e Il, respectivamente. Em seguida, a coluna-tubo coletor foi
centrifugada por trés minutos a 16000g. Entdo, a coluna de silica foi transferida para
um novo tubo coletor e aplicado 80 uL do tamp&o de eluicdo diretamente na matriz
de fibra de vidro da coluna. A incubacéo foi feita por um minuto. Em seguida, o tubo
centrifugado a 16000g por um minuto, para recuperar o DNA purificado.

4.9.2 Genotipagem de citocinas (IL-6, IL-10, IFN-y, TGF-B1 e TNF)

Foi usado o kit para genotipagem de citocinas da One Lambda Incorporation -
“Cytokine Genotyping Tray”, contendo, cada um, 16 tubos de PCR sendo um tubo
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controle negativo e 15 tubos com dois pares de iniciadores: um par com sequéncias
especificas que amplificam seletivamente regides regulatérias polimérficas dentro de
genes que codificam TNF (-308G>A), TGF-f1 (10C>T, 25C>G), IL-10 (-1082A>G, -
819T>C, -592A>C), IL-6 (-174C>G) e IFN-y (874T>A); 0 segundo par de iniciadores
amplifica uma sequéncia controle. O procedimento de PCR foi realizado conforme as
instrucdes do fabricante em termociclador da Applied&Biosystems. Depois do
processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose. O gel de agarose 2,5% foi preparado com 0,75g de
agarose (Invitrogen), 30 mL de tampdo TBE1X (Tris-Borato 89mM; EDTA 2mM pH
8.0) e 0,05 ug/mL de brometo de etidio.

Apos a eletroforese, os produtos amplificados foram visualizados usando luz
ultravioleta e fotografados com auxilio de um transluminador. Os resultados foram
interpretados usando mapas das placas de genotipagem de citocinas fornecidas
pelo fabricante do kit de PCR.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS DOS RESULTADOS

Inicialmente, foi realizada a andlise descritiva dos dados relativos a idade,
género e dados clinicos, visando a caracterizagdo da amostra.

A analise dos subtipos de linfécitos e niveis de producdo das citocinas pelos
diferentes grupos do estudo foi feita utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pos-teste de Dunn. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para
comparar os niveis de produgcdo das citocinas entre os genétipos. O teste de
Wilcoxon pareado foi usado para verificar diferencas na producdo de citocinas
estimulada e ndo estimulada para cada grupo do estudo.

As frequéncias genotipicas e alélicas observadas nos grupos foram
calculadas por contagem direta. O equilibrio de Hardy-Weinberg e a existéncia de
diferenca nas frequéncias dos genotipos e alelos entre os grupos foram avaliadas
pelo teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando indicado.

A concordancia global entre os testes QFT-IT e o TST foi avaliada utilizando o

indice kappa (k).
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As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico
Prism versdo 5 (GraphPad Inc. San Diego, CA) e o R Project versao 2.15.2 (GNU
Project, Boston, MA). Valores de P<0,05 foram considerados como estatisticamente

significativos.
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5 CAPITULO 1: Artigo Cientifico 1: Diferencas na Distribuicdo de Leucdécitos e
Subtipos de Linfocitos em Sangue Periférico de Pacientes com Tuberculose
Pulmonar

EM PUBLICACAO
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6 CAPITULO 2: Artigo Cientifico 2: Polimorfismo e Producé&o in vitro de IL-6, IL-
10, IFN-y, TNF e TGF-B1 em Pacientes com Tuberculose Pulmonar

EM PUBLICACAO
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7 CAPITULO 3: Artigo cientifico 3: Comparac&o entre um Teste de Liberacéo de
Interferon-Gama e o Teste de Sensibilidade a Tuberculina em Pacientes com
Tuberculose.

EM PUBLICACAO
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8 CONCLUSOES

Diferencas na distribuicdo dos tipos de leucécitos e subtipos linfocitarios em
sangue periférico de pacientes com TB pode ajudar no diagnéstico e monitoramento

desta doenca.

A concordancia entre o teste tuberculinico e o QuantiFERON®-TB Gold in-
Tube na populacdo estudada é baixa e ndo justifica a substituicdo do teste
tuberculinico no diagndstico da tuberculose latente.

O estabelecimento de um ponto de corte de 0,30 Ul/mL para o resultado do
ensaio QuantiFERON®-TB Gold in Tube aumenta a sensibilidade para o diagndstico
da tuberculose latente, sem perda da especificidade.

Os antigenos do Mycobacterium tuberculosis (ESAT-6, CFP-10 e TB7.7)
modulam a resposta imune celular do hospedeiro inibindo a producéo de IL-6 pelas

células sanguineas.

A imunossupressao sistémica de individuos com TB pode levar a producéo
reduzida de IL-10, TNF e IFN-y por células do sangue periférico estimuladas com a
PHA.

A maior frequéncia do alelo A e do genétipo AA de IFN-y (+874) nos pacientes
com tuberculose pode determinar a diminuicdo na producédo de IFN-y e,

consequentemente, influenciar na patogénese da doenca.

A capacidade de producédo das citocinas pro-inflamatorias (TNF e IL-6) e

regulatoria IL-10 néo foi influenciada pelos polimorfismos estudados.

O polimorfismo +874 T>A do gene IFN-y ndo influencia a positividade do teste
QuantiFERON®-TB Gold in-Tube.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
_INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR

FICHA CLINICA

Sub-Projeto: “Padronizacéo de testes imunodiagnésticos in vitro alternativo para tuberculose humana e
avaliagdo da resposta in vitro a diferentes antigenos de Mycobacterium sp e Corynebacterium
pseudotuberculosis.”

Nome do entrevistador:
Datadacoleta:__ / [/

Identificacdo do paciente:

Registro

Nome Completo

Procedéncia 1.1BIT 2.HOM 3.0UTROS

Género 1.MASCULINO  2.FEMININO

Data de Nascimento

Naturalidade

Profisséo

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

Endereco

Telefone

Classificac&o Etnica 1.BRANCO 2.MESTICO 3.NEGRO 4.INDIO

(auto-referenciada)
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1. O paciente ja realizou a BACILOSCOPIA?
(Se NAO, pular para a questdo 4)
OBS:BACILOSCOPIA = Exame de escarro

1.SIM 2.NAO 3.N&o sei/N&o lembro

2. Resultado da BACILOSCOPIA
(Se NEGATIVO, pular para a questao 4)

1.POSITIVO 2.NEGATIVO 3.N&o sei/N&o lembro

3. Se POSITIVO, qual a classificagao?

1.1+ 2.2+ 3.3+ 4.4+ 5.Nao sei/Nao lembro

4. O paciente ja realizou o exame CULTURA?
(Se NAO, pular para a questéo 6)

1.S5IM 2.NAO 3.N&o sei/N&o lembro

5. Se SIM, qual foi o resultado?

1.POSITIVO 2.NEGATIVO 3.N&o sei/N&ao lembro

6. O paciente jarealizou o exame PPD? 1.5IM  2.NAO

(Explicar ao paciente como € o exame)

(Se NAO, pular para a questéo 8)

7. Qual foi o resultado do PPD? 1.0 a4mm 2.5a9mm 3.>10mm

(N&o reator) (Fraco reator)  (Forte reator)

4. Nao sei/No lembro

8. O paciente ja tomou a vacina BCG? 1.SIM 2.NAO
9. O paciente tem a cicatriz da BCG? 1.SIM 2.NAO
(Olhar o brago direito do paciente)

10. O paciente esta em tratamento? 1.SIM 2.NAO

(Se NAO, pular para a questéo 13)

11. O tratamento atual tem quanto tempo?

1.Ummés 2.Dois meses 3.Trés meses
4.Quatro meses 5.Cinco meses 6.Seis meses
7. Mais que seis meses

12. Quais as drogas utilizadas no tratamento
atual?
(Pular para a questéo 17)

l.Isoniazida 2.Rifampicina  3.Pirazinamida
4. Etambutol  5.Estreptomicina  6.Etionamida
7.Néo sei/N&ao lembro  8.0Outros(especificar)

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

1.5IM 2.NAO

14. Qual tipo de contato?

1.Domiciliar 2.Trabalho 3.Vizinhos 4.0utros

15. O paciente utiliza ou j& utilizou profilaxia
_ (isoniazida profilatico)?
(Se NAO, pular para a questéo 17)

1.SIM 2.NAO

16. Se SIM, por quanto tempo?

1.Ummés 2.Dois meses 3.Trés meses
4.Quatro meses 5.Cinco meses 6.Seis meses
7.Nao sei/Nao lembro

17. Grupo no estudo

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

2.Grupo Il (Assintomético; PPD positivo)

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




APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

63



64

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
Instituto de Ciéncias da Saude
Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

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

2. Titulo do Projeto. Padronizacdo de teste imunodiagnéstico in vitro para tuberculose humana e
avaliacdo in vitro a diferentes antigenos de Mycobacterium sp e Corynebacterium pseudotuberculosis.

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

4. Descricdo da pesquisa

4.1 Justificativa. Aproximadamente um terco da populacdo mundial tem a tuberculose. Esta doenca
€ causada por uma bactéria, chamada de Mycobacterium tuberculosis. Atualmente, para descobrir se
uma pessoa tem tuberculose o médico solicita exames de Raios X e de laboratério. Muitas vezes com
os exames de laboratério realizados ndo se consegue diagnosticar se o paciente tem ou ndo a
tuberculose. Os exames atuais sdo demorados ou incémodos para o paciente pela necessidade do
retorno alguns dias depois para a leitura do teste. Alguns paises ja utilizam um teste internacional
para auxiliar no diagnostico da tuberculose, mas para o Brasil este teste € muito caro. Por isso, 0s
pesquisadores e médicos procuram alternativas mais baratas produzidas com qualidade e dentro da
possibilidade do nosso pais. Logo, os pesquisadores do Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular da Universidade Federal da Bahia (LABIMUNO da UFBA), tentam o desenvolvimento de um
exame de laboratério para uso nacional para ser usado, em substituicdo ao exame internacional
disponivel nos paises mais ricos e que seja acessivel a maior parte da populagéo brasileira.

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

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

5. Riscos, prejuizos, desconfortos, lesdes que possam decorrer da pesquisa. Os riscos
associados a esta coleta de sangue sao limitados a pequenos desconfortos no local da puncéo
sanguinea, ou ho maximo uma pequena mancha roxa no local da coleta.
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6. Beneficios derivados da participagdo nesta pesquisa. Vocé ndo tera nenhum beneficio
financeiro por sua participagdo neste estudo, entretanto, caso durante a pesquisa com nossos testes
seja identificado alteragbes, vocé serd encaminhado a atendimento em unidade especializada de
saude publica. Vocé sera encaminhado para tratamento no Instituto Brasileiro de Investigacédo para a
Tuberculose (IBIT), se for descoberto que vocé sofre de tuberculose, e se ja recebe cuidados contra a
tuberculose continuard seu tratamento normalmente, tudo isso mesmo que desista, em qualquer
momento, de participar deste estudo. Caso concorde vocé podera buscar os resultados do
leucograma no local e periodo indicados no protocolo que lhe sera entregue no momento da coleta
para esse projeto. A comunidade podera futuramente usufruir dos beneficios da melhoria no
diagndstico da tuberculose.

8. Canais de esclarecimento (antes, durante e ap6s a execuc¢do do estudo) sobre a propria
pesquisa. Sempre que desejar vocé podera esclarecer suas duvidas através do telefone (71) 3235-
9682, ramal 223 (liga¢cBes a cobrar se necessario)

9. Sigilo em relagao a privacidade do sujeito de pesquisa e confidencialidade de seus dados.
Além do sangue precisaremos ter acesso aos dados do seu prontudrio médico para melhor analise da
pesquisa e para divulgacdo em congressos e revistas médicas, mas seus dados serdo protegidos e
jamais seréa divulgada sua identidade.

Assinatura do PESQUISADOR RESPONSAVEL

CONSENTIMENTO DO SUJEITO DE PESQUISA

RG  N® e € CPF N% e , prontuario n°
......................................... , abaixo assinado, concordo de maneira livre e esclarecida em participar, na
condigdo de sujeito de pesquisa, do estudo intitulado “Padronizagdo de teste imunodiagndstico in vitro
para tuberculose humana e avaliagdo in vitro a diferentes antigenos de Mycobacterium sp e
Corynebacterium  pseudotuberculosis”. Fui devidamente informado(a) sobre a pesquisa, o0s
procedimentos nela envolvidos, assim como sobre 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me assegurado o sigilo, em relacdo a privacidade do sujeito de pesquisa, e
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Pesquisador: Prof’. JOSE MAYER NASCIMENTO
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Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP CNS-MS). Diante do exposto julga o
protocolo supracitado APROVADO.

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

do cronograma citado no mesmo protocolo.

Saudagoes,

Profa. Dra. Luciola Maria L6pes Criséstomo
Coordenadora do CEP/EBMSP/FBDC

Ilmo.. Sr.

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

Salvador, 24 de julho de 2009.

Av. D. Jo%o VI, 274 - Brotas / CEP 40285-001 - Salvador-BA
Fones: (071) 2101-1300 - Emall: bahiana@bahiana.edu.br - www.bahlana.edu.br
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