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RESUMO

A tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) descoberto
por Robert Koch, em 1882, ¢ uma doenca infectocontagiosa que acomete, principalmente, os
pulmd@es. Apesar da TB ser uma doenca milenar, continua sendo grave problema de salde
pablica em vérias regides do mundo. Algumas biomoléculas podem ser compartilhadas por
diferentes agentes biologicos, como o M. tuberculosis e Corynebacterium pseudotuberculosis
(C. pseudotuberculosis), que podem ser usadas em modelos de estudos por reacdo cruzada,
para avaliacdo de resposta imune e testes diagnosticos. Adicionalmente, pela semelhanca
entre alguns fatores de viruléncia/patogenicidade dessas bactérias, confirmados por analise de
bioinformatica, objetivou-se usar extratos de cepas de C. pseudotuberculosis semi-purificados
para investigar sua capacidade antigénica in vitro, no modelo proposto com amostras de
individuos com diagnostico de tuberculose pulmonar ativa. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa ICS-UFBA (CAAE 57662016.8.1001.5662) e todos o0s
individuos participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Participantes voluntarios do atendimento do Hospital Especializado de doencas pulmonares
da Bahia, com diagndstico de TB e sem tratamento (n=35) e participantes adultos, sem
queixa, sem histdria ou sintomatologia de TB ou de infec¢do por M. tuberculosis (n=35). Com
0 sangue heparinizado, apds leucograma, procedeu-se o estimulo em placa, utilizando-se
mitogeno (PWM), e antigenos de extrato protéico de C. pseudotuberculosis (cepas PAT-10,
VD57 e FRC-41). Para a dosagem das citocinas utilizou-se o0 BD Cytometric Bead Array
(CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit ¢ o BD™ CBA Human IP-10 Flex kit. As
analises foram feitas no software FCAPArray™. Os extratos das cepas PAT10, VD57 e
FRC41, induziram a producdo das citocinas estudadas nas amostras de sangue nos grupos
estudados. Além disso, diferenciaram o0s grupos de estudo quando comparados com a
concentracdo de IFN-y e IP-10, sob estimulo com PAT10; IFN-y, IL-2 e IL-6, sob estimulo
com VD57 e IP-10 e IL-4, sob estimulo com FRC41. Os extratos das cepas PAT10, VD57 e
FRC41 de C. pseudotuberculosis semi-purificados induzem a produgéo de IFN-y, IP-10, TNF,
IL-2, IL-6 e IL-10 nas amostras de sangue de individuos infectados com M. tuberculosis. Sob
0 estimulo dos extratos utilizados, a detecgdo de IFN-y e IP-10, diferencia os grupos controle
e TB ativa.

PALAVRAS-CHAVE: Tuberculose; Mycobacterium tuberculosis; Corynebacterium

pseudotuberculosis; Citocinas.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), that was
discovered by Robert Koch in 1882, is an infectious disease that mainly affects the lungs.
Although TB is a millennial disease, it remains a serious public health problem in several
regions of the world. Biomolecules can be shared by different biological agents, such as M.
tuberculosis and Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis), which can be
used in cross-reactive studies, for the evaluation of immune response and diagnostic tests.
Additionally, by means of some virulence/pathogenicity factors, confirmed by bioinformatics
analysis, it was objectified using extracts of semi-purified C. pseudotuberculosis strains to
investigate their antigenic capacity in vitro, in a proposed model with samples of patients with
diagnosis of active pulmonary tuberculosis. This study was approved by the Research Ethics
Committee ICS-UFBA (CAAE 57662016.8.1001.5662) and all participants signed a Free and
Informed Consent Term. Voluntary participants of the Hospital of the Specialized Hospital of
pulmonary diseases of Bahia, with diagnosis of TB and without treatment (n = 35) and
participants adults, without complains, no history or symptomatology of TB or of M.
tuberculosis infection (n = 35). With heparinized blood, after leukogram, the plate stimulation
was carried out using mitogen (PWM), C. pseudotuberculosis protein extract antigens (PAT-
10, VD57 and FRC-41 strains). For a dosage of the cytokines were use BD Cytometric Bead
Array (CBA) Thl / Th2 / Th17 Cytokine Kit and the BD ™ CBA Human IP-10 Flex Kit.
Analyzes were performed with FCAPArray™ software. Extract antigens PAT-10, VD57 and
FRC-41 strains induced the production of the cytokines in the blood samples in the studied
groups. In addition, they differentiated the study groups when compared to IFN-y and IP-10,
under stimulation with PAT10; IFN-y, IL-2 and IL-6, under stimulation with VD57 and IP-10
and IL-4, under stimulation with FRC41. The extracts from C. pseudotuberculosis strains
PAT10, VD57 and FRC41 induce the production of IFN-y, IP-10, TNF, IL-2, IL-6 and IL-10
in blood samples from individuals infected with M. tuberculosis. Under the stimulus of the
extracts used, the detection of IFN-y and IP-10 differentiates the control and active TB
groups.

Keywords: Tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis; Corynebacterium pseudotuberculosis;
Cytokines
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1. INTRODUCAO GERAL

A tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) descoberto
do Robert Koch, em 1882, é uma doenca infectocontagiosa que acomete, principalmente, os
pulmdes (DANIEL, 2006). Apesar da TB ser uma doenga milenar, continua sendo grave
problema de salde publica em vérias regides do mundo. A Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) aponta que 10,4 milhdes de pessoas tiveram tuberculose no mundo em 2015, e mais de
1 milhdo morreram por conta da doenca. No Brasil, foram diagnosticados e registrados 66.796
casos novos e 12.809 casos de retratamento de tuberculose em 2016, apresentando coeficiente
de incidéncia 32,4/100 mil habitantes (BRASIL, 2017).

A infeccdo por M. tuberculosis € mais comumente adquirida através da inalacdo de goticulas
contendo o bacilo, que sdo expelidas através da fala, tosse ou espirros por individuos
infectados na fase ativa da doenca (WEELS et al, 1941). O diagnoéstico da infeccdo por M.
tuberculosis deve ser feito clinicamente e por métodos de triagem, que, quando sugestivo,
devem ser confirmados por métodos laboratoriais, com identificacdo do agente, por exemplo

microscopia de escarro e testes moleculares. (WHO, 2016).

Em um pais de alta taxa de incidéncia como o Brasil, apesar dos recursos tecnoldgicos atuais
usados no controle da tuberculose, faz-se necessario buscar estratégias inovadoras referentes a
métodos de diagndstico e de imunoprofilaxia, que visem o diagndstico precoce dos casos de
TB e seu efetivo tratamento, visto que um diagnéstico rapido e seguro, acompanhado de
tratamento precoce, sdo medidas fundamentais para quebrar a cadeia de transmissdo e
controlar a tuberculose (PEREIRA et al., 2016)

Na area cientifica diversas pesquisas sdo realizadas para a obtencdo de reagentes que
compdem os Kkits de diagnodstico laboratorial, e, para tanto, precisa-se de moléculas
(antigenos) dos agentes infecciosos para a avaliagdo da resposta do hospedeiro em modelos in
vivo ou in vitro (SILVA, 2015). Algumas biomoléculas podem ser compartilhadas por
diferentes agentes bioldgicos, como o M. tuberculosis e Corynebacterium pseudotuberculosis
(C. pseudotuberculosis), que podem ser usadas em modelos de estudos por reacdo cruzada,

para avaliacdo de resposta imune e testes diagndsticos (DORELLA et al., 2009).

A infeccdo por C. pseudotuberculosis que compromete linfonodos superficiais e profundos,

com um curso da infeccdo que pode envolver 6rgdos respiratorios em caprinos e ovinos,
14



apresenta um modelo infeccioso semelhante ao da tuberculose humana (DORELLA et al.,
2006). Adicionalmente, pela semelhanca entres alguns fatores de viruléncia/patogenicidade
dessas bactérias, objetivou-se usar extratos de cepas de C. pseudotuberculosis semi-
purificados para investigar sua capacidade antigénica in vitro no modelo proposto com

amostras de individuos com diagndstico de tuberculose pulmonar ativa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve histérico da Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca antiga que apresenta existéncia comprovada desde os
tempos pré-histéricos com diferentes denominacdes (DANIEL, 2006). A histéria no Brasil
inicia-se com a vinda de jesuitas e colonos tuberculosos durante a colonizacdo, eles
acreditavam que as condicOes climaticas do novo continente seriam favoraveis a cura da tisica
(TB). Devido ao seu carater infeccioso, a TB foi disseminada rapidamente e se tornou uma
epidemia (DUCATI, 2006).

Em 1882, o bacteriologista alemdo Robert Koch, identificou o agente etiolégico da TB,
bactéria M. tuberculosis, também conhecida como Bacilo de Koch (BK) em homenagem ao
seu descobridor (ROSEMBERG, 1999).

A vacina contra a TB foi produzida em 1908 pelos cientistas Albert Calmette e Camille
Guérin, a partir de culturas vivas atenuadas de uma cepa isolada do complexo
Mycobacterium, denominada de Bacilo Calmette-Guérin, referida como “BCG”. Em 1921 foi
aplicada pela primeira vez em criancas. A partir da década de 1940 houve a descoberta da
quimioterapia antibidtica especifica para TB, que alterou o perfil epidemioldgico da doenca
no mundo (ROSEMBERG , 1999).

2.2 Agente etioldgico

As micobactérias que acometem o homem e causam a TB pertencem ao Complexo M.
tuberculosis, é composto pelo M. tuberculosis, responsavel por 98% dos casos de tuberculose
humana, M. bovis, M. bovis-Bacille Calmett-Guérin (BCG), M. africanum, M. caprae, M.
microti, M. pinnipedii e M canettii. Pertencem ao género Mycobacterium, familia
Mycobacteriaceae, sub-ordem Corynebacteriaceae, ordem Actinomycetales (BROSCH et al.,
2002; ARNOLD, 2006).

Morfologicamente, as micobactérias sdo micro-organismos que se apresentam em forma

bacilar reto ou ligeiramente curvo, cuja dimensdo varia de 0,2 a 0,6 micrometros de largura
16



por 1 a 10 micrémetros de comprimento, aerébios ou microaeréfilos, imoveis, ndo esporulado
e ndo encapsulado. S&o classificados como Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR),
devido a capacidade da bactéria resistir a descoloracéo da fuccina fenicada, que, por acdo do
calor, entra na célula, ndo descorando, mesmo apds a lavagem com uma solucdo de alcool-
acido, durante os procedimentos do método de coloracdo no laboratério. Os mecanismos de
viruléncia e patogenia do M. tuberculosis estéo relacionadas com caracteristicas estruturais e
fisioldgicas do bacilo. A estrutura da parede celular que possui alto teor de acido micolico,
acidos graxos de longa cadeia entrecruzada e outros lipideos, confere ao M. tuberculosis
resisténcia a agentes antimicrobianos, ao ataque de lisozimas e impede 0 acesso a substancias
hidrofilicas. O tempo de multiplicacéo é variavel dentro do género, mas geralmente € lento.
As colbnias de M. tuberculosis apresentam aspecto rugoso, ndo pigmentado e cor camurga em
meio de Loéwenstein-Jensein, Middlebrook ou Ogawa-Kudov. (GOROCICA et al., 2005; PAl,
et al., 2016).

2.3 Epidemiologia

A TB faz parte do grupo das doencas negligenciadas que afetam as populagcdes com menores
condigdes socioecondmicas, como hanseniase e a leishmaniose. Essas doencas ndo despertam

interesse das indUstrias farmacéuticas devido o baixo retorno lucrativo (DIAS, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2014, estima-se que 9,6 milhdes
de pessoas desenvolveram TB ativa, dos quais 1,5 milhdes morreram. A TB ¢é
heterogeneamente distribuida no mundo (Figura 1). Por exemplo, a incidéncia da TB na
Africa do Sul, 834 casos por 100.000 habitantes (834/100 mil hab.) por ano, é 278 vezes
maior do que nos Estados Unidos, 3/100 mil hab. (WHO, 2015). No mundo, 10,4 milhdes de
pessoas tiveram TB em 2015, e mais de 1 milhdo morreram por conta da doenca. Esses
resultados configuram a TB como um grave problema de saude puablica. A OMS reconhece a
TB como a doenca infecciosa de maior mortalidade no mundo, superando a AIDS e a maléria
juntas (BRASIL, 2017).
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Estimativa de novos
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Figura 1. Estimativa da incidéncia de TB ativa no mundo. Os paises de alta renda (exemplos, a maioria dos
paises da Europa Ocidental, Canad4, Estados Unidos e Australia) tém as menores taxas de TB ativa (<10/100 mil
hab. por ano). Em contrapartida, os paises de baixa renda tém taxas mais elevadas. Fonte: Adaptado de PAI, et
al., 2016.

Em 2014, durante a Assembleia Mundial de Salde, foi aprovada uma nova estratégia global
pelo fim TB (“Um mundo livre da tuberculose”), como metas que visam acabar com a doenga
como um problema de salde publica até o ano de 2035. A partir disso, no Brasil iniciou-se a
construcdo do Plano Nacional pelo Fim da Tuberculose coordenado pelo Ministério da Saude,
que estabelece estratégias com o objetivo de acabar com a TB como problema de saude
publica no pais até o ano de 2035 (BRASIL, 2017).

No Brasil, a TB é uma doenca de notificacdo compulséria desde a década de 1970 por meio
do Decreto n° 78.231/1976. Entretanto a uniformidade na coleta, transmissao e disseminagéo
de dados da TB em todo o territério nacional se deu a partir da década de 1990, com o
desenvolvimento do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (Sinan). Além da
notificacdo, o Sinan incorpora dados sobre a investigacdo e acompanhamento do caso até o
seu desfecho, sendo desde entdo a principal fonte de dados epidemioldgicos da TB nas
instancias federal, estadual e municipal (LAGUARDIA et al., 2004).
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Em 2016, conforme dados do Sinan, foram diagnosticados e registrados 66.796 casos novos e
12.809 casos de retratamento de tuberculose no Brasil. O coeficiente de incidéncia da doenga
apresentou uma variacdo média anual de -1,7%, no periodo de 2007 a 2016, passando de
37,9/100 mil habitantes (mil hab.) em 2007 para 32,4/100 mil hab. em 2016. Contudo a meta
para eliminacdo da TB como problema de satde publica no pais é de <10 casos para cada 100
mil hab. (BRASIL, 2017).

Entre as Unidades da Federacdo do Brasil, existe uma elevada variabilidade quanto ao risco
de doenca por TB. Em 2016, o menor risco foi registrado no Distrito Federal (10,5/100 mil
hab.) e 0 maior no Amazonas (67,2/100 mil hab.). Na Bahia, o nimero foi de 26,1/100 mil
hab. No mesmo ano, 0s novos casos de retratamentos registrados, totalizaram 24.703 casos.
As capitais, de forma semelhante a distribuicdo do risco de adoecimento entre as UF,
apresentam riscos heterogéneos. Em Salvador, foram totalizados 49,7 casos por 100 mil hab.
(BRASIL, 2017).

O coeficiente de mortalidade por TB no pais apresentou reducédo no periodo de 2006 a 2015,
passando de 2,6/100 mil hab. para 2,2/100 mil hab. Apesar dessa reducéo, o Brasil ainda
registrou 4.543 6bitos por TB. Na Bahia, também nesse mesmo ano, foi registrado o nimero
de 2,5/100 mil hab. No que se refere as capitais, 0s municipios que apresentaram 0s maiores
riscos de morte por TB foram Recife/PE (7,7/100 mil hab.), Rio de Janeiro/RJ (6,2/100 mil
hab.), Belém/PA (5,1/100 mil hab.) e Salvador/BA (4,0/100 mil hab.) (BRASIL, 2017).

No Brasil, em 2016, 73,2% dos casos novos de tuberculose foram testados para o HIV. A
testagem para 0 HIV em todos os pacientes com tuberculose é uma importante estratégia para
identificacdo oportuna da coinfecc¢do, o que pode possibilitar a introdugéo precoce da terapia

antirretroviral, que reduz a mortalidade nesse grupo mais vulneravel (BRASIL, 2017).

O obito por essa doenga indica uma fragilidade na assisténcia aos pacientes pelo servico de
salde, visto que, quanto diagnosticada e tratada, a TB tem cura. A auséncia do rapido
diagnostico e, consequentemente do tratamento é preocupante ndo somente para o individuo,
mas para a sua a familia e a comunidade devido a forma de transmissibilidade (BRASIL,
2017).
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2.4 Transmissao

A transmisséo da TB é feita através de individuo adulto bacilifero, normalmente com a forma
pulmonar da doenca, o qual elimina bacilos para o ambiente através de goticulas de saliva
(ROM; GARAY, 1995). Essas goticulas podem permanecer em suspensao por varios dias, em
condicGes favoraveis, e uma vez aspiradas, as particulas infectantes maiores sdo retidas pelo
sistema mucociliar da mucosa respiratéria, sendo removidas dos brénquios, deglutidas e
eliminadas pelas fezes. Por outro lado, as particulas menores, com cerca de 1 a 5 pm de

diametro, podem alcancar os pulmées (BARROSO, 2002).

Os adultos infectados com mais de 5.000 bacilos/mL no escarro tém grande capacidade de
transmissdo da TB. A chance de adquirir a infeccdo aumenta em familias de baixa renda, que
moram em casas mal ventiladas e pequenas e que tém pelo menos um adulto tuberculoso no
seu convivio (BARROSO, 2002). As criancas ndo sdo capazes de transmitir a infeccdo
tuberculosa, por apresentarem poucos bacilos (paucibacilares) e possuem dificuldade de
expectoracdo, contudo sdo consideradas como “reservatorios” do bacilo em estado de laténcia.
(MACIEL et al., 2006).

2.5 ManifestacGes clinicas

A TB € uma doenca gue acomete varios 6rgdos, principalmente, os pulmdes que servem como
porta de entrada da doenca (BOMBARDA et al., 2001). A TB pode se apresentar como um
espectro dinamico, desde a infeccdo assintomatica até uma doenca que ameaca a vida (Figura
2). Quando o individuo entra em contato com o M. tuberculosis, pode ocorrer um dos trés
eventos. O hospedeiro elimina a infeccdo pelos mecanismos do sistema imune inato e/ou
adquirido (infeccdo eliminada); o M. tuberculosis pode entrar em estado de laténcia e
sobreviver no interior no organismo humano durante anos sem se dividir (infeccdo latente),
um estado assintomatico e ndo transmissivel, acontece quando o sistema imune do hospedeiro
é capaz de controlar, mas ndo de eliminar a infecgdo; ou o desenvolvimento da doenca ativa,
estado transmissivel, que aparece quando ha um desequilibrio da relacéo parasita-hospedeiro,
frequentemente desenvolvida pela reativacdo de uma infeccdo antiga (LAPA E SILVA,
BOECHAT, 2004; AHMAD, 2011).
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Os pacientes com doenca de TB ativa apresentam sintomas gerais, como febre, fadiga, falta de
apetite e perda de peso, e aqueles com doenca pulmonar podem ter tosse persistente e
hemoptise (tosse de sangue) em doencas avangadas. No entanto, alguns pacientes com doenca
ativa e diagndstico positivo podem ser assintomaticos e sdao melhor descritos como tendo TB
subclinica (Figura 2). Individuos com TB subclinica ou ativa devem seguir os regimes de
tratamento recomendados (KAUFMANN, 2002; PAI, et al., 2016).

Infecc3o eliminada Infecgdo Doenca Doenca
Latente Subclinica Ativa

Com Resposta Com Resposta
Imune Inata Y Imune Adquirida

Mycobacterium
(ugcrc\uv‘osis
G—— Gr—— Gr—

Granuloma

Pulmac r—4 .
/ > AN % Q

R B R & [ &

Figura 2. O espectro da TB - da infec¢do por M. tuberculosis a doenga de TB pulmonar ativa. Fonte: Adaptado
de PAI, etal., 2016.

2.6 Resposta Imunoldgica

Ao ser inalado pelo hospedeiro o M. tuberculosis tem preferéncia para se instalar na por¢éo
inferior dos pulmdes, por se tratar de um sitio rico em oxigénio, assim a resposta imunologica
nestes locais se torna importante para prevencao e eliminacéo deste agente patogénico. Apds a
inalacdo do bacilo, as barreiras fisicas sdo 0s mecanismos iniciais da resisténcia inespecifica.
No entanto, esse sistema de defesa pode ndo ser eficiente e os bacilos podem atingir os
alvéolos pulmonares e a infeccdo tuberculosa tem inicio. (PAI et al., 2016). A resposta
imunoldgica do hospedeiro e as caracteristicas intrinsecas do bacilo vdo determinar a

probabilidade da infeccdo evoluir para TB doenca (Figura 3).

Os primeiros componentes do sistema imunologico que entram em contato com os bacilos sao
os macrofagos alveolares residentes, responsaveis por reconhecerem e fagocitarem o M.
tuberculosis. Diversos mecanismos do sistema imune inato acontecem até a chegada de
células apresentadoras de antigenos (APC) como macrofagos e as células dendriticas (DC) até
os linfonodos drenantes (LNDs), onde ocorre a ativagdo e 0 recrutamento ao parénquima

pulmonar de linfécitos, os quais sdo parte do sistema imune adaptativo. Se esta primeira linha
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de defesa ndo consegue eliminar o M. tuberculosis, os bacilos migram para o parénquima
pulmonar (PAI et al., 2016). Na tentativa de limitar a replicacdo bacteriana, os linfocitos (LT)
e outras células formam o granuloma tuberculoso, que consiste de um acumulo de células
inflamatdrias ao redor do micro-organismo (Figura 3a), esse ambiente é caracterizado por
apresentar baixo pH, baixa quantidade de oxigénio e limitagdo de nutrientes o que garante a
diminuicdo do crescimento bacteriano e a estabilizacdo do estado de laténcia. O bacilo pode
sobreviver no interior do granuloma por varios anos, servindo como um reservatorio de
infeccdo (HAMMAD, 2013).

A formacdo do granuloma é essencial para conter a infeccdo pelo M. tuberculosis,
funcionando como uma barreira que delimita o sitio de infeccdo ( O’GARRA et al., 2013). A
producdo de citocinas e a acao de células do sistema imunoldgico dentro do granuloma séo
importantes na tentativa de eliminar a infecgdo, contudo o bacilo utiliza estratégias para
escapar desses mecanismos de defesa (indugédo da secrecdo de ESX-1), como a permanéncia
dentro do fagossomo, que tende a ndo se fundir com os lisossomos, assim, ndao formando o
fagolisossomo entre outros fatores ndo completamente elucidados (KAUFMANN, 2002; PAI
et al., 2016).

A probabilidade da infeccéo evoluir para TB doenca depende dos mecanismos envolvendo a
integridade do sistema imunoldgico, relacdo entre macrofagos e LT, viruléncia da cepa
infectante, concentracdo do bacilo inalado, fatores genéticos, ou induzidos pela propria
micobactéria como mecanismo de escape, tém papel importante na patogenia da TB. A
imunodepressao, seja devido ao precéario estado de saude do individuo, infeccdo pelo HIV ou
uso de drogas imunossupressoras, sdo as causas mais frequentes da multiplicacéo de bacilos
contidos no granuloma e reativagdo da TB (TEIXEIRA et al. 2007).

Se a carga bacteriana se tornar muito elevada, o granuloma deixara de conter a infeccdo e os
bacilos se disseminardo eventualmente para outros 6rgaos, incluindo o cérebro. Nesta fase, o
M. tuberculosis pode entrar na corrente sanguinea ou voltar a entrar no trato respiratério para
ser liberado (Figura 3b). Agora, 0 hospedeiro infectado passa a ser sintomatico e transmissor,
e e dito ter doenca de TB ativa (PAl et al., 2016).
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Figura 3. Representacdo do desenvolvimento do granuloma na Tuberculose humana. Na infeccdo latente (a)
depois da transmissdo do M. tuberculosis por via aerossol e o contato primario com os macréfagos alveolares, os
quais funcionam como APCs associados a mondcitos e células dendriticas, que migram para os linfonodos
drenantes (LNDs) para ativar os linfocitos. Estes, agora ativados, migram ao pulmao formando o granuloma que
é composto por linfocitos T e B (LT e LB), APCs infectadas e outros tipos celulares. Na infeccdo ativa (b), o
sistema imune é incapaz de manter o granuloma e os bacilos podem se difundir via linfatica e por via aérea.
Fonte: Adaptado de PAI, et al., 2016.

Resposta Imune Inata

Na imunidade inata, apés a interacdo dos bacilos com os macrofagos alveolares, é promovida
uma resposta pré-inflamatéria (ERNST, 2012). Os fagocitos endocitam os bacilos nédo
opsonizados ou opsonizados (complemento C3). Esses fagocitos contém na membrana
diferentes receptores de reconhecimento padrdo, os quais possuem como ligantes padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS), que sdo componentes da prépria micobactéria,
dentre estes se destacam as lipoproteinas 19 e 27 kDa, glicoproteina 38 kDa, o
Lipoarabinomanose (LAM) e o Lipomanose (LM) (ERNST, 2012; VAN CREVEL;
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OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002). A interacdo entre os ligantes do bacilo da
tuberculose com os receptores dos macréfagos desencadeia a ativagdo do fator de transcri¢do
nuclear-kB (NF-kB), e como consequéncia leva a expressdao de moléculas co-estimulatérias
como CD80 e CD86 na superficie desses macrofagos e de celulas dendriticas, e também a
producdo de citocinas, tais como IL-6, IL-8, IL-12, TNF e a quimiocina IP-10 (ERNST, 2012;
SAARAYV; SINGH; SHARMA, 2014; VAN CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER,
2002).

Uma vez que os macréfagos sdo infectados, eles podem eliminar os bacilos pela inducéo de
necrose ou apoptose (O’GARRA et al., 2013). Na defesa do hospedeiro e apds a inducéo da
resposta inflamatoria, os macréfagos de tipo M1, produzem o 6xido nitrico (NO) e Reativos
Intermediarios do Nitrogénio (RNI), com funcdo bactericida (DAMASIO, 2011; VAN
CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002). A grande importancia destas substancias
toxicas na defesa contra o M. tuberculosis tem sido bem documentada tanto in vitro como in
vivo (LEE et al., 2011; RAHMAN et al., 2009). Em contrapartida, os macréfagos de tipo M2
desempenham uma funcdo anti-inflamatéria pela liberagdo de TGF-B (MILLS, 2012).
Watford (2001) e Ferguson (1999) e seus colaboradores, sugeriram que 0 microambiente
alveolar, rico em surfactantes, pode influenciar a resposta imune inicial na TB, por exemplo, a
proteina D do surfactante pode prevenir a fagocitose de M. tuberculosis por macr6fagos

alveolares.

Outras células envolvidas na resposta imune inata sdo os neutrdfilos, primeiras células a
chegarem ao sitio da infeccdo, desempenham sua funcdo protetora com a fagocitose dos
bacilos. Ja as DCs possuem uma grande habilidade de capturar o M. tuberculosis e migrar até
os linfonodos, onde promovem a ativacdo de células T. (O’GARRA et al., 2013). Por sua
parte, as células NK, linfdcitos granulares do sistema imune inato, tém uma funcéo citotoxica
e reconhecem os &cidos micdlicos da membrana do bacilo e liberam IFN-y e TNF (CADENA;
FLYNN; FORTUNE, 2016). As células T invariantes associadas a mucosa (MAIT) se
assemelham aos LTs e séo consideradas como uma subpopulacdo de LT CD8+, elas podem
induzir lise de células epiteliais infectadas com M. tuberculosis (funcdo citotdxica) ou
produzem IFN-y promovendo a liberacdo de IL-12 pelas DCs e, consequentemente, a
diferenciacdo de LT Thl (GOLD; NAPIER; LEWINSOHN, 2015; NAPIER et al., 2015).
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Os macrofagos e demais células fagociticas geram citocinas pro-inflamatérias como IL-12,
IL-18, IL-23 e IL-27 induzindo a produgdo de IFN-y, principal mediador da protegdo
imunolodgica contra 0 M. tuberculosis. Enquanto o TNF, sinérgica ao IFN-y, promove a
ativacdo classica de macrofagos e formacdo do granuloma. Quanto maior a quantidade de
bacilos de M. tuberculosis adquirida na infec¢do, maior a produgéo de IFN- y. (GUILLIAMS;
LAMBRECHT; HAMMAD, 2013; VAN CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER,
2002). Entre as citocinas anti-inflamatdrias os macréfagos liberam 1L-10, que atua inibindo o
IFN-y, TNF e IL-12 e, consequentemente, reducdo da resposta protetora especifica na TB. Os
mondcitos e DCs liberam 0 TGF-B com fung¢ao sinérgica a IL-10; e IL-4 como supressor de
producdo de IFN-y (DAMASIO, 2011; VAN CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER,
2002).

Resposta Imune adaptativa

As APCs, em destaque as células dendriticas, capturam os antigenos no sitio da infeccédo e
logo sdo atraidas pelo fluxo de quimiocinas aos LNDs, onde acontece a apresentacdo de
antigenos para linfocitos virgens. A via de apresentacdo de antigenos para patdgenos
intracelulares, como o M. tuberculosis, acontece principalmente pelo Complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il para ativar LT CD4+, que exerce importante
atividade reguladora da funcdo de macréfagos (JURKOSHEK et al., 2016). Mas pode
acontecer pelo MHC de classe | para ativacao do LT CD8+, quando os antigenos contidos em
vesiculas apoptoticas sdo reconhecidos. Os LT CD8+ auxiliam aos LT CD4+ ao liberar IFN-y
(DAMASIO, 2011; O’GARRA et al., 2013).

Entre os LT CD4+, a subpopulacdo Thl é a mais importante, com isso, 0s defeitos na
producdo de citocinas que modulam para esse perfil aumentam os riscos de progressdo da
doenga. Os LT Thl liberaram IFN-y, TNF e/ou IL-2. O IFN-y promove a fungdo bactericida
dos macrofagos. Outras células também s&o fontes de IFN-y, como os LT CD8+ e NKs. O
TNF também aperfeicoa a funcdo bactericida dos macrofagos e ajuda na manutengdo do
granuloma (DA SILVA et al., 2015; DOMINGO-GONZALEZ et al., 2016).

A subpopulagdo Thl7 também € importante na fungdo protetora na TB. Quando 0s
macrofagos promovem a liberacdo de IL-6 e TGF-p (DA SILVA et al., 2015), e estimulam a
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liberacdo de IL-23 pelos LT CD4+, acabam induzindo a diferenciacdo da subpopulagédo Th17
produtoras de IL-22 e IL-17. A 1L-22 induz peptideos antimicrobianos e inibe o crescimento
intracelular do M. tuberculosis nos macrofagos (DOMINGO-GONZALEZ et al., 2016). A IL-
17 induz citocinas pro-inflamatdrias como G-SCF, IL-6 e IL-8, que promove a granulopoiese
e assim o recrutamento de neutréfilos e inflamagdo no local de infeccdo e intervém
positivamente na formacdo do granuloma. Além disso, a IL-17 acelera o recrutamento de
células produtoras de IFN-y até os pulmdes apos o gradiente de CXCL-9, 10 e 11 (CRUZ et
al., 2006; O’GARRA et al., 2013; JASENOSKY et al., 2015; LUO et al., 2016).

Os LT CD8+ também produzem TNF e IL-2, além do IFN-y. A principal fun¢ao dos LT
CD8+ é a citotoxicidade, mediante a acdo de granulos pela inducdo de apoptose que podem
lisar diretamente as células infectadas com o bacilo. Dentre os granulos, as granzimas ativam
as caspases e ativam os mecanismos de apoptose da célula infectada. A inducdo de apoptose
também acontece pela ativacdo da via do Fas-Fas ligante (LIN; FLYNN, 2015). Em pacientes
com TB ativa a atividade citotoxica esta diminuida (JASENOSKY et al., 2015; SILVA B. D.
et al., 2014), em pacientes com co-infeccdo com HIV, os LT CD8+ sdo importantes fontes de
IFN-y (WANG, F. et al., 2016).

Depois de uma resposta pro-inflamatdria exacerbada, LT reguladores (Treg) comegam a atuar.
As Treg estdo em altos niveis no sangue periférico de pacientes com TB ativa e esta associada
com a carga bacilar aumentada e a multidroga-resisténcia (SINGH et al., 2012). Enquanto nos
casos de TB latente, as Treg estdo diminuidas (DA SILVA et al., 2015).

Os Linfocitos B (LB) nas infec¢bes na maioria das vezes desempenham a fungéo de protecao,
mediante a producgéo de anticorpos, producdo de citocinas ou pelo fato de agir como APC
para ativar LT virgens. Porém, na TB a fungdo ndo esta bem elucidada (DU PLESSIS;
WALZL; LOXTON, 2016). Em pacientes com TB, observam-se agregados de LB semelhante
a foliculos nos pulmdes (O’GARRA et al., 2013)

Na figura 4 observa-se a ilustracdo de um panorama geral da resposta imune desenvolvida

contra o M. tuberculosis, ja discutido anteriormente.
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Figura 4. Representacdo do panorama geral da resposta imune desenvolvida contra o M. tuberculosis. Fonte:
Adaptado de O’GARRA et al., 2013.

2.7 Diagnostico

E considerado caso suspeito o individuo que apresente tosse por trés semanas ou mais e/ou
outros sinais e sintomas, como febre vespertina, sudorese noturna, emagrecimento,
inapeténcia e/ou com imagens radiologicas compativeis com a doenca. Nas populagdes
especiais, a suspeita de TB surge com pontos de corte diferenciados para o tempo de tosse,
sendo de duas semanas para os privados de liberdade e, independente do tempo para pessoas

que vivem com HIV ou AIDS (PVHV), indigenas e pessoas em situacdo de rua (BRASIL,
2011).

O caso de tuberculose pode ser confirmado pelo critério laboratorial, o qual

independentemente da forma clinica, apresenta pelo menos uma amostra positiva de
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baciloscopia, ou de cultura, ou de teste rapido molecular (TRM-TB). O critério clinico-
epidemioldgico é adotado quando o caso suspeito ndo apresenta resultado laboratorial
positivo, mas apresenta situacdo clinica epidemioldgica que fomentam a confirmacéo,
respaldado pela avaliacdo de outros exames complementares, como os de imagem (WHO,
20012; DELOGU; SALI; FADDA, 2013).

2.7.1 Teste cutaneo tuberculinico (TCT)

O teste cutaneo tuberculinico (TCT) é o diagndstico de triagem in vivo, que avalia a resposta
imune celular in vivo contra uma fragdo proteica de baixo peso molecular composto de 200
proteinas obtidas de culturas do M. tuberculosis. Essa fracdo proteica foi denominada
derivado protéico purificado (PPD) que, ao longo dos tempos, sofreu pequenas modificacdes
para se tornar mais especifica, e, hoje é o padrdo internacional para o teste tuberculinico. No
Brasil, o antigeno usado é chamado de RT23. (FIOCRUZ, 2008; BRASIL, 2011).

Utiliza-se a técnica de Mantoux, gque consiste na injecdo intradérmica do antigeno PPD - RT
23 na dose de duas unidades de tuberculina (2UT), convencionalmente na face ventral do
antebraco esquerdo. Ap6s 48 a 96 horas, € realizada a leitura, onde se pode observar a
formacédo de um nodulo, que corresponde a chamada resposta de hipersensibilidade tardia tipo
IV, caracterizada por vasodilatacdo, edema e acimulo de células inflamatorias. O resultado do
teste é registrado pela medida do maior eixo transversal deste nodulo, em milimetros,
desprezando-se o eritema que se forma ao redor. Recomenda-se como teste positivo uma
enduracdo igual ou superior a 5 mm. Neste sentido, a interpretagéo clinica diante do resultado
depende do risco de adoecimento por TB, tamanho do didmetro do endurado, idade e critério
epidemioldgico. (VERONESI, 2005; SOUZA et al., 2006; BRASIL, 2011).

Embora tenha importancia no diagnéstico da tuberculose, o teste tuberculinico apresenta 80%
de sensibilidade e especificidade. O TCT possui algumas limitacdes, tais como: o antigeno
utilizado neste teste compartilha varios epitopos antigénicos com a vacina BCG e com a
maioria das micobactérias ndo tuberculosas, portanto incapaz de distinguir com seguranca
pessoas vacinadas com BCG daquelas expostas a micobactérias do ambiente ou infectadas
com M. tuberculosis. Esses fatos podem ser interpretados como resultados falso-positivos
(ANDERSEN et al., 2005). Os resultados falso-negativos estdo associados ao método de

aplicacdo (injecdo profunda, quantidade insuficiente do antigeno; uso de seringas e agulhas
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inadequadas), diluicdo, a leitura e ou a anotacdo dos resultados, armazenamento em
temperaturas ndo adequadas e contaminagdo do PPD (PALOMINO, 2005; CHEE et al.,
2013).

Além disso, fatores bioldgicos também podem interferir no resultado como: individuos com
idade inferior a 3 anos e maior que 65 anos, doencas infecciosas agudas virais, bacterianas ou
fangicas; imunodepressdo, neoplasias, doencas linfoproliferativas, desnutri¢cdo, gravidez,
vacinacdo com virus vivos, individuos anérgicos que mesmo infectados pelo M. tuberculosis
ndo reagem ao PPD. (SANT ANNA et al., 2002). Pode ocorrer o chamado efeito booster, que
ocorre quando ha vérias e subsequentes aplicacfes do PPD. A reacdo observada nesses casos
representa a reativacao da resposta ao antigeno devido a perda da resposta dos linfdcitos T de
memoria (BCG ou infeccdo antiga por M. tuberculosis). Esse fato levaria algumas pessoas a
resposta negativa da TCT, mesmo infectado (FIOCRUZ, 2008; BRASIL, 2011).

2.7.2 Ensaio de Liberacéo do IFN-y (IGRA)

O ensaio de liberacdo de interferon-y (IGRA) sdo testes as respostas imunoldgicas celulares
para diagndstico da infeccdo, o principio deste teste é a medida dos niveis do IFN-y produzido
in vitro por células T do sangue periférico que tenham sido estimuladas por antigenos. S&o
testes alternativos ao TCT e possuem menor reacdo cruzada com a vacinacdo por BCG e

infeccdes por outras micobactérias. (PAl et al., 2016).

Dentre os testes de IGRA, 0 QuantiFERON-TB Gold In Tube (QFT®) da Cellestis, Qiagem
company, Australia, utiliza os antigenos: early secretory antigen target-6 KDa (ESAT-6),
culture filtrate-10 KDa (CFP-10) e o antigens tuberculosis (TB 7.7) para o diagnostico de TB.
Esses antigenos sdo da regido de diferenca RD1 das miobactérias. O antigeno ESAT-6 é
codificado e expresso pelo M. tuberculosis e também M. kansasii, M. szulgaie, M. marinum.
A CFP-10 é uma proteina especifica do M. tuberculosis. Desse modo, esses antigenos sdo
reconhecidos pelo sistema imune de pacientes com TB ativa pulmonar ou extrapulmonar e
latente (DRUSZCZYNSKA et al., 2012; METCALFE et al., 2011). A deteccdo de IFN-y pelo

método ELISA € usada para detectar respostas in vitro a antigenos.
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O QFT® é um exame laboratorial controlado, que ndo requer retorno do paciente ao
laboratério para leitura. O resultado é objetivo e reproduzivel, ndo é afetado por interpretagdes
subjetivas, e o0 resultado estd disponivel em 24 horas. O teste apresenta elevada
especificidade, acima de 98%, contra 35,4% do TCT. Contudo o0 seu uso apresenta elevado
custo econdmico e existem relatos de altas taxas de resultados indeterminados e menor
sensibilidade entre pessoas imunodeprimidas (MACHADO et al., 2014), além disso, esta

disponivel apenas na rede particular.

2.7.3 Radiografia do torax — RX

A radiografia do torax, importante na avaliacdo inicial e no acompanhamento da TB
pulmonar, fornece o conhecimento adequado das imagens compativeis com a atividade na
TB, auxiliando no diagndstico precoce e inicio de tratamento (BENTO et al., 2011; CHANG
et al., 2008). A TB pulmonar em adultos geralmente apresenta infiltrado focal nos lobos
superiores, frequentemente dos segmentos apical e posterior ou do segmento apical do lobo
inferior (BOMBARDA et al., 2001). Outras alteracbes que podem ser encontradas sdo
cavitacdes, padrdo miliar, adenopatias, derrame pleural e atelectasias. E recomendavel que o
exame seja solicitado junto a pesquisa de M. tuberculosis em espécimes respiratérios para
confirmar o diagnostico de TB (SBPT, 2011).

2.7.4 Baciloscopia

Consiste na identificacdo do bacilo diretamente de esfregacos corados, sem diferenciar as
espécies de micobactérias. O exame é realizado em amostras clinicas como (escarro, lavado
gastrico, lavado broncoalveolar, liquido pleural, liquido cefalorraquidiano, urina) ou de
fragmentos de tecido ou oOrgaos (de biopsia ou necropsia), utiliza a coloracdo especial de
Ziehl-Neelsen, que classifica o bacilo como alcool-acido resistente (BAAR), tendo em vista
que o alto teor de acidos micdlicos em sua parede celular torna-a hidrofobica e dificulta a
coloragdo com o corante aquoso azul de metileno. E o exame laboratorial mais utilizado no
Brasil para diagnostico da TB (CAMPOS et al., 2006).

Embora seja um exame répido, e de baixo custo, tem como principal inconveniente o fato de

necessitar de grande quantidade de bacilos no material examinado para ser considerado
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positivo (no minimo 5 mil bacilos por mililitro de amostra) (BRASIL, 2008) com alta
especificidade e elevado valor preditivo positivo, sua sensibilidade diminuida (30 - 70%), est&
diretamente relacionada com o tipo de lesdo, qualidade e nimero de amostras, a atencdo e
persisténcia do microscopista, presenca de coinfeccdo com HIV, em criangas e pacientes com
TB extra-pulmonar (SANT ANNA et al., 2002).

2.7.5 Cultura

A cultura em meio solido especifico € o método considerado padrdo-ouro, com alta
sensibilidade e especificidade para a deteccdo de TB pulmonar e extrapulmonar e permite a
identificacdo e a realizacdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos. Apesar de sua
importancia, somente é possivel detectar o crescimento do bacilo entre 2 a 4 semanas apés a
inoculagdo, o que pode permitir a manutencdo da cadeia de transmisséo da doenca. Ha riscos
de contaminacgdo. Além disso, tanto a cultura quanto os testes de sensibilidade aos antibioticos
exigem ambientes com nivel de biosseguranca 2 ou 3, de acordo com a metodologia utilizada,
segundo recomendacBes para risco biolégico do MS (BRASIL, 2008). Os sistemas
automatizados BACTEC 460 TB ®, BACTEC 9000® sdo sistemas de deteccdo
automatizados para realizacdo da cultura, os quais utilizam o meio liquido Middlebrook 7H12
acrescido de &cido palmitico, marcado com um radioisétopo do carbono 14 (14C). Esses
sistemas tém a vantagem de acelerar o crescimento bacteriano o que torna possivel a liberacédo
do resultado em um menor tempo (10 a 15 dias), mas tem como limitacdo resultados falso-
positivo devido a contaminacdo por outras bactérias e a cultura nem sempre apresenta 100%
de positividade (GUERRA; REGO; CONDE et al., 2008; BENTO et al., 2011).

2.7.6 Diagnostico molecular

Desde 2013, o Ministério da Saude iniciou a implantacdo na rede publica de um teste rapido
molecular, baseado na tecnologia Point of Care, denominado Gene Xpert MTB/RIF®, sendo
utilizadas inicialmente, apenas amostras pulmonares. Em sua metodologia, utiliza um
cartucho contendo todos os elementos necessarios para a reacdo, incluindo reagentes
liofilizados, tampdes liquidos e solucBes de lavagem. A diferenca deste para os demais testes
de amplificagdo de &cidos nucléicos utilizados na detec¢do de TB é que a plataforma desse
teste integra e automatiza os trés processos: preparacdo de amostras, amplificacdo e deteccéo.
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O teste detecta a presenca do M. tuberculosis em duas horas e identifica a resisténcia a
rifampicina como um marcador alternativo de TB multirresistente (DELOCCO et al. 2011). A
sensibilidade dos testes moleculares é de 92% enquanto que a cultura é 85% e a baciloscopia
65%. Diagndstico eficaz e rapido € peca chave para detectar precocemente casos novos e
pacientes com TB multirresistente, além de reduzir o tempo para inicio do tratamento (HOOG
etal., 2013; NAKIYINGI; NANKABIRWA; LAMORDE, 2013).

Ao contrario da avancada tecnologia dos testes moleculares, a execu¢do da técnica do Gene
Xpert MTB/RIF®, é bastante simples, motivo pelo qual ndo exige pessoas com formagéo

especializada. Contudo esta presente apenas em centros de referéncia de diagndstico.

2.8 Mycobacterium tuberculosis e sua correlacdo filogenética com Corybebacterium

pseudotuberculosis

M. tuberculosis, pertencente ao grupo CMRN (Corynebacterium, Mycobacterium,
Rhodococcus e Nocardia), € um parasita intracelular facultativo capaz de sobreviver e se
multiplicar dentro de células fagocitarias. Tem tempo de geracdo lento, é resistente a acdo de
agentes quimicos e sensiveis a acdo de agentes fisicos como calor e radiacdo ultravioleta. O
grupo CMRN apresenta espécies de interesse médico, veterinario e biotecnoldgico de
relevancia em ambito mundial, e se caracteriza, principalmente, pela organizacdo da parede
celular constituida por complexos de polimeros compostos por peptideoglicanos,
arabinogalactanos e &cidos micélicos e pelo alto contetdo de Guanina-Citosina nos seus
respectivos genomas (DORELLA et al., 2009).

C. pseudotuberculosis é um coco-bacilo gram positivo, patdégeno intracelular facultativo de
fagocitos, relacionado filogeneticamente ao M. tuberculosis (BATEY, 1986; PASCUAL et
al., 1995). C. pseudotuberculosis é geralmente considerado como um importante patégeno
animal que raramente infecta humana (BATTEY; TONGE, 1968). As cepas clinicas sdo
ocasionalmente recuperadas de casos humanos de linfadenite, como C. pseudotuberculosis
FRC41 que foi isolada do linfonodo inguinal de uma menina de 12 anos com linfadenite
necrotizante. Para detectar potenciais fatores de viruléncia e correspondentes redes de

regulacdo genética neste isolado humano, a sequéncia de genoma de C. pseudotuberculosis
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FCRA41 foi determinada por pirosequenciamento e funcionalmente anotada (TROST, E. et al.,
2010).

Algumas biomoléculas sdo compartilhadas por diferentes agentes bioldgicos, como o M.
tuberculosis e C. pseudotuberculosis, que podem ser usadas em modelos de estudos por
reacdo cruzada, para avaliacdo de resposta imune e testes diagndsticos (PASCUAL et al.,
1995; DORELLA et al., 2009).
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HIPOTESES

HO1: Antigenos secretados de Corynebacterium pseudotuberculosis ndo sdo reconhecidos

pelo sistema imune de individuos com tuberculose pulmonar ativa.

H1: Antigenos secretados de Corynebacterium pseudotuberculosis sd@o reconhecidos pelo

sistema imune de individuos com tuberculose pulmonar ativa.

HO02: Nao ha diferenca na resposta imune celular aos antigenos secretados de
Corynebacterium pseudotuberculosis entre individuos controles e com tuberculose pulmonar

ativa.

H2: Ha diferenca na resposta imune celular aos antigenos secretados de Corynebacterium

pseudotuberculosis entre individuos controles e com tuberculose pulmonar ativa.
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3. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a antigenicidade dos extratos proteicos de Corynebacterium

pseudotuberculosis em amostras de individuos com tuberculose pulmonar ativa.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar os niveis de citocinas em sobrenadantes de células do sangue periférico de
individuos com tuberculose pulmonar ativa, apos estimulo in vitro, com os extratos

proteicos de Corynebacterium pseudotuberculosis;

e Analisar a imunoreatividade dos extratos proteicos de Corynebacterium

pseudotuberculosis nas amostras dos individuos do grupo TB ativa e controle;

e Comparar a imunoreatividade dos extratos proteicos de Corynebacterium

pseudotuberculosis entre amostras dos individuos do grupo TB ativa e controle.
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CAPITULO 1: Artigo Cientifico 1: (Moléculas de Corynebacterium pseudotuberculosis
com antigenicidade cruzada identificada pela resposta imune celular in vitro em
amostra de sangue de pacientes com tuberculose ativa)

Resumo

Com a persisténcia de doencas infecciosas de dificil controle pela dificuldade de diagnostico
precoce, a busca de insumos bioldgicos tem sido incentivada, pelos custos e limitacGes de
producdo de biomoléculas. A tuberculose tem sido motivo da busca de ferramentas e
pesquisas para uso diagnastico e profilatico, e nos Ultimos anos varios testes diagnosticos tém
surgido. O acesso a esses métodos € ainda limitado para paises em desenvolvimento de alta
prevaléncia e incidéncia, como o Brasil. M. tuberculosis e C. pseudotuberculosis fazem parte
do grupo CMRN e compartilham semelhancas entres alguns fatores de
viruléncia/patogenicidade. Objetivou-se usar extratos de cepas de C. pseudotuberculosis semi-
purificados para investigar sua capacidade antigénica in vitro em amostras de individuos com
diagnostico de tuberculose pulmonar ativa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa ICS-UFBA (CAAE 57662016.8.1001.5662). Participaram desse estudo, 0s pacientes
do Hospital Especializado em doencas pulmonares da Bahia, com diagnéstico de TB positivo
e sem tratamento (n=35) e participantes adultos, sem queixa, sem historia ou sintomatologia
de TB ou de infecgcdo por M. tuberculosis (n=35). Com o sangue heparinizado procedeu-se 0
estimulo em placa com os extratos de C. pseudotuberculosis (cepas PAT-10, VD57 e FRC-
41). Para a dosagem das citocinas utilizou-se 0 BD Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit e 0 BD™ CBA Human IP-10 Flex kit. As analises foram feitas
no software FCAPArray™. Os extratos das cepas PAT10, VD57 e FRC41 de C.
pseudotuberculosis semi-purificados, induziram a producdo da citocinas estudadas nas
amostras de sangue nos grupos estudados. Além disso, diferenciaram os grupos de estudo
quando comparados com a concentragdo de IFN-y e IP-10, sob estimulo com PAT10; IFN-y,
IL-2 e IL-6, sob estimulo com VD57 e IP-10 e IL-4, sob estimulo com FRC41. Os extratos
das cepas PAT10, VD57 e FRC41 de C. pseudotuberculosis semi-purificados induzem a
producdo de IFN-y, IP-10, TNF, IL-2, IL-6 e IL-10 nas amostras de sangue de individuos
infectados com M. tuberculosis. Sob o estimulo dos extratos utilizados, a deteccdo de IFN-y e
IP-10, diferencia os grupos controle e TB ativa.

PALAVRAS-CHAVE: TUBERCULOSE; MYCOBACTERIUM  TUBERCULOSIS;
CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS; CITOCINAS.
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ABSTRACT

The persistence of infectious diseases of difficult control due to the difficulty of early
diagnosis, costs and limitations of the production of biomolecules for use in diagnostic tests,
makes the search for biological inputs encouraged. Tuberculosis has been the reason for
searching for tools and researches for diagnostic and prophylactic use, and in recent years
several diagnostic tests have emerged. Access to these methods is still limited for developing
countries with high prevalence and incidence, such as Brazil. M. tuberculosis and C.
pseudotuberculosis are part of the CMRN group and share similarities among some
virulence/pathogenicity factors. The objective of this study was to use semi-purified extracts
of C. pseudotuberculosis strains to evaluate the antigenic capacity in samples of individuals
diagnosed with active pulmonary tuberculosis. This study was approved by the Research
Ethics Committee ICS-UFBA (CAAE 57662016.8.1001.5662). Voluntary participants of the
Hospital of the Specialized Hospital of pulmonary diseases of Bahia, with diagnosis of TB
and without treatment (n = 35) and participants adults, without complains, no history or
symptomatology of TB or of M. tuberculosis infection (n = 35). With heparinized blood, after
leukogram, the plate stimulation was carried out using mitogen (PWM), C.
pseudotuberculosis protein extract antigens (PAT-10, VD57 and FRC-41 strains). For a
dosage of the cytokines were use BD Cytometric Bead Array (CBA) Thl / Th2 / Th17
Cytokine Kit and the BD ™ CBA Human IP-10 Flex kit. Analyzes were performed with
FCAPArray™ software. Extract antigens PAT-10, VD57 and FRC-41 strains induced the
production of the cytokines in the blood samples in the studied groups. In addition, they
differentiated the study groups when compared to IFN-y and IP-10, under stimulation with
PAT10; IFN-y, IL-2 and IL-6, under stimulation with VD57 and IP-10 and IL-4, under
stimulation with FRC41. The extracts from C. pseudotuberculosis strains PAT10, VD57 and
FRC41 induce the production of IFN-y, IP-10, TNF, IL-2, IL-6 and IL-10 in blood samples
from individuals infected with M. tuberculosis. Under the stimulus of the extracts used, the
detection of IFN-y and IP-10 differentiates the control and active TB groups.

KEYWORDS: TUBERCULOSIS; MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS;
CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS; CYTOKINES
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1. Introducéo

A tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) descoberto
por Robert Koch, em 1882, ¢ uma doenca infectocontagiosa que acomete, principalmente, 0s
pulmdes (DANIEL, 2006). Apesar da TB ser uma doenca milenar, continua sendo grave
problema de satde publica em varias regides do mundo. A Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) aponta que 10,4 milhdes de pessoas tiveram tuberculose no mundo em 2015, e mais de
1 milhdo morreram por conta da doenca. No Brasil, foram diagnosticados e registrados 66.796
casos novos e 12.809 casos de retratamento de TB em 2016, apresentando coeficiente de
incidéncia 32,4/100 mil habitantes (BRASIL, 2017).

A infeccdo por M. tuberculosis € mais comumente adquirida através da inalacdo de goticulas
contendo o bacilo, que sdo expelidas através da fala, tosse ou espirros por individuos
infectados na fase ativa da doenca (WEELS et al, 1941). O diagnoéstico da infeccdo por M.
tuberculosis deve ser feito clinicamente e por métodos de triagem, que quando sugestivo,
devem ser confirmados por métodos laboratoriais, com identificacdo do agente, por exemplo,

microscopia de escarro e testes moleculares (WHO, 2015).

Em um pais de alta taxa de incidéncia como o Brasil, apesar dos recursos tecnoldgicos atuais
usados no controle da tuberculose, faz-se necessario buscar estratégias inovadoras, referentes
a métodos de diagnostico e de imunoprofilaxia, que visem o diagndstico precoce dos casos de
TB, e seu efetivo tratamento. Visto que um diagndstico rapido e seguro, acompanhado de
tratamento precoce, sdo medidas fundamentais para quebrar a cadeia de transmissdo e
controlar a tuberculose (PEREIRA et al., 2016)

Na éarea cientifica diversas pesquisas sdo realizadas para a obtencdo de reagentes que
compdem os Kits de diagnostico laboratorial, e, para tanto, precisa-se de moléculas
(antigenos) dos agentes infecciosos para a avaliacdo da resposta do hospedeiro em modelos in
vivo ou in vitro (SILVA, 2015). Algumas biomoléculas podem ser compartilhadas por
diferentes agentes biol6gicos, como o M. tuberculosis e Corynebacterium pseudotuberculosis,
que podem ser usadas em modelos de estudos por reacdo cruzada, para avaliacdo de resposta
imune e testes diagnosticos (DORELLA et al., 2009).
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A infeccdo por C. pseudotuberculosis que compromete linfonodos superficiais e profundos,
com um curso da infeccdo que pode envolver 6rgdos respiratorios em caprinos e ovinos,
apresenta um modelo infeccioso semelhante ao da tuberculose humana (DORELLA et al.,
2006). Adicionalmente, pela semelhanca entres alguns fatores de viruléncia/patogenicidade
dessas bactérias, objetivou-se usar extratos de cepas de C. pseudotuberculosis semi-
purificados para investigar sua capacidade antigénica in vitro, no modelo proposto com

amostras de individuos com diagnostico de tuberculose pulmonar ativa.

2. Materiais e métodos

2.1 Aspectos éticos

Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Satde — CEP-
ICS/IUFBA (CAAE n° 57662016.8.1001.5662). Ap0ds convite, explicagdo do estudo e
assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, os voluntarios responderam o

questionario clinico-epidemiolégico.

2.2 Selecéo da populacéo de estudo

A populagdo de estudo composta por 70 participantes voluntarios provenientes de
atendimento em Hospital Especializado em Tuberculose da Bahia e em laboratério de
extensdo universitaria da Bahia no ano de 2017 e categorizada em dois grupos. Grupo 1
(controle, n=35): Individuos sem queixas, sem historia ou sintomatologia de TB ou de
infeccdo por M. tuberculosis (TCT ndo reagente) e com leucograma normal. O grupo 2 (TB
ativa, n=35): Individuos com diagnéstico de TB, conforme preconizado pelo Ministério da
Saude realizado na unidade de atendimento, (Teste Rapido Molecular positivo (GeneXpert®)
sem resisténcia a rifampicina, baciloscopia positiva e/ou cultura de BK positiva). A coleta das
amostras deste grupo foi realizada antes do inicio do tratamento. O teste IGRA (QTF - TB
gold) foi realizado com amostras de todos os participantes. Foram excluidas das analises as
amostras dos participantes que relataram contato ou consumo de derivados (carne e/ou leite

crus) de pequenos ruminantes.

2.3 Producéo dos extratos de Corynebacterium pseudotuberculosis
Foram utilizadas trés cepas de C. pseudotuberculosis: a cepa PAT10, de um abscesso
pulmonar em uma ovelha da Patagbnia Argentina (CERDEIRA et al., 2011), a cepa VD57
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isolada de uma lesdo granulomatosa de cabra no municipio de Juazeiro, Estado da Bahia
(ALMEIDA et al., 2016) e a cepa FRC41 isolada do linfonodo inguinal de uma menina de 12
anos com linfadenite necrotizante na Franca (TROST et al., 2010). As bactérias foram
mantidas na colecdo da bacterioteca ap6s identificacdo pelos aspectos morfoldgicos e o teste
bioquimico APICoryne (Biomerrioux). Depois das culturas em meio Brain Heart Infusion
(BHI) procedeu-se a técnica de particionamento trifasico (three-phase partitioning-TPP)
padronizado por Paule et al (2004), com pequenas modificacfes. A dosagem protéica foi feita
através do método de Lowry (Kit Bio-Rad). Os antigenos foram armazenados a -20°C. Os
mesmos procedimentos de purificagdo, concentracdo, dosagem e armazenamento foram

realizados para 0 meio BHI.

2.4 Coleta de sangue
Foi coletado 8 mL de sangue em tubo heparinizado para realizacdo dos estimulos celulares in
vitro, 2 mL em tubo com EDTA para o leucograma e 3 mL para o IGRA.

2.5 Ensaio de liberacdo de IFN-y (IGRA)

Todos os tubos do Kit comercial para diagnostico de infeccdo pelo M. tuberculosis
QuantiFERON®-TB Gold IT (Cellestis/Qiagen) foram utilizados e incubados & 37°C por 24
horas. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para dosagem de IFN-y, conforme
recomendacdes do fabricante. As interpretac6es dos dados foram feitas no software de analise

do fabricante.

2.6 Estimulo in vitro com extrato de Corynebacterium pseudotuberculosis

Em placas estéreis de 24 pocos para cultivo celular foi adicionado 0,5mL de sangue por pogo
para cada extrato na concentragdo protéica de 25ug/mL, conforme estabelecido em prévia
padronizagdo. Foram utilizados também extrato de BHI e pokeweed (PWM) 5 ug/mL. As
amostras de sangue, puro e sob estimulos, foram incubadas a 37°C por 24 horas. Os
sobrenadantes obtidos por centrifugacdo foram imediatamente armazenados a -20°C para

posterior dosagem de citocinas.

2.7 Dosagem de citocinas
A dosagem do IFN-y do IGRA in tube foi realizada pelo método ELISA do Kit comercial
Quantiferon (Cellestis QIAGEN), seguindo as recomendacdes do fabricante. Foram
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analisadas as citocinas IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-4 por Cytometric Bead Array
(CBA) pelo Kit Human Th1/Th2/Th17 Cytokine — BD e IP-10 foi dosada pelo kit Human IP-
10 CBA Flex Set — BD, ambas seguindo as recomendacdes do fabricante. A aquisicao foi pré-
determinada para 3.000 eventos no FACSCalibur-BD, com o Software Cell Quest Pro-BD. As

analises foram feitas no software FCAP Array™ disponibilizado pela empresa.

2.8 Analise estatistica

Para a analise de normalidade dos dados foi empregado o teste de Kolmogorov-Smirnov. O
Teste T foi utilizado para analisar os dados das citocinas com distribuicdo paramétrica
(normal) e o Teste de Mann-Whitney para os de ndo paramétrica (anormal). Foi considerado
estatisticamente significativo valores de p < 0,05. Os dados obtidos no estudo foram

analisados no programa Graph Pad Prism v 5.0.

3. Resultados

As caracteristicas epidemiologicas da populacdo estudada estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas epidemioldgicas da populacdo estudada.

Variaveis Controle (N=35) TB (N=35)

Feminino 25(73%) 18(51%)
Sexo

Masculino 10 (27%) 17 (49%)
Idade Meédia (Intervalo) 35(19 -64) 36(19-57)

Sim 33 29
Cicatriz vacinal por BCG

Nio 2 6

Domiciliar 5 10

Trabalho 5 8
Contactante Outros 2 6

Sem Contato 23 11

Niao Lembra 0 1

Em relacdo aos exames laboratoriais disponiveis para tuberculose foram realizados e/ou
obtidos nos prontuarios medicos os resultados dos testes descritos na tabela 2. Todos os

individuos do grupo controle apresentaram resultados no TCT Omm e 32 (91%) com IGRA
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negativo. No grupo TB todos os individuos possuiam laudo de TRM positivo, 23 (66%) com
cultura positiva, 24 (68%) com baciloscopia positiva, 29 (83%) IGRA positivo. (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados laboratoriais da populacédo estudada.

Exames realizados Wariaveis Controle (N=35) TE (N=35)
TcT 0 mm 35
5 a 9mm 0 #
=10 mm 0
TEM
Positivo 35
Negativo # 0
Nio realizado 0
- 3(0)
Cultura Positiva 4 5 ()
15 (++)
Negativa 1
Né&o realizada j
Em andamento
.Bacilusc opia Positiva 10 (+).
4 6 (++)
g (++)
Negativa 7
N&o realizada 4
: Positivo 2 29
IGRA Negativo 31 3
Indeterminado 1 1

# exame nio realizado

Na tabela 3 encontram-se os valores da mediana e minimo e maximo das concentra¢des das
citocinas analisadas (IFN-y, IP-10, TNF, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-4) em pg/mL apds estimulo in
vitro. Em todas as amostras dos participantes observou-se resposta ao PWM em comparagéo
ao sem estimulo (basal).

Nas figuras 1 e 2 sdo mostradas as medianas das concentracdes das citocinas IFN-y e 1P-10
nas amostras de sangue total apds estimulo in vitro, conforme minuciosamente descrito na

tabela 3.
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No grupo controle, a mediana das concentracdes de IFN-y sem estimulo (S/EST), condigdo
basal, foi zero e o valor de minimo e maximo de 0,0 - 20,61. Houve significancia estatistica
na comparacdo intragrupo com os estimulos BHI (p=0,0186), PAT10, VD57, FRC41
(p<0,0001). No grupo TB, a mediana das concentragdes de IFN-y S/EST foi de 4,18 pg/mL e
o0 valor de minimo e maximo de 0,0-31,88, na comparacdo intragrupo obteve-se significancia
nos estimulos VD57 (p=0,0114) e FRC41 (p=0,0062). Em ambos os grupos as medianas dos
estimulos foram maiores. Nas andlises intergrupos houve significancia entre S/EST
(p=0,0045), PAT10 (p=0,0050) e VD57 (p=0,0007). H& uma reducgdo nas concentracdes de
IFN-vy nos diferentes estimulos do grupo TB em relagdo ao grupo controle, exceto na condigao

basal. (Figura 1).
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Figura 1 — IFN-y em sangue estimulado por 24 horas com os antigenos de C. pseudotuberculosis nos grupos
controle (n=28) e tuberculose (n=28). O valor da mediana est& expresso na linha horizontal. Sendo S/EST -
amostras controle, PWM - estimulo inespecifico (controle positivo), BHI - estimulo inespecifico (meio de
cultivo bacteriano semi-purificado), PAT10, VD57, FRC41 - extratos obtidos pela técnica do TPP das cepas
PAT10, VD57 e FRC41 de C. pseudotuberculosis, respectivamente. CT - controle, TB - Tuberculose ativa.
Aquisicao pré-determinada de 3000 eventos com o Kit Human Th1/Th2/Th17 Cytokine — BD utilizando o
Software Cell Quest Pro- BD®. Os dados foram analisados utilizando o software FCAP Array BD®. CT-S/EST
x CT-BHI (p=0,0186), CT-PAT10, CT-VD57, CT-FRC41 (p<0,0001); TB-S/EST x TB-BHI, TB-PAT10
(p>0,05), TB-VD57 (p=0,0114), TB-FRC41(p=0,0062).
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A mediana das concentraces e o valor de minimo e maximo de IP-10 no grupo controle
foram de 242,0 pg/mL e 26,11 — 2806, respectivamente. Foi significantemente estatistica, a
mediana das concentracdes de IP-10 do sangue ndo estimulado no grupo controle em relacéo
aos estimulos BHI, PAT10, VD57, FRC41 (p<0,0001). No grupo TB, a mediana de S/EST foi
de 897,3 pg/mL e valor de minimo e maximo de 101,6 — 7799, obteve-se significancia nos
estimulos BHI (p=0,0008), PAT10 (p=0,0080), VD57 (p<0,0037) e FRC41 (p=0,0103). As
medianas dos estimulos foram maiores em ambos os grupos. Foi significante estatistica a
comparacdo intergrupos entre S/EST (p<0,0001), BHI (p=0,0050), PAT10 (p=0,0210) e
VD57 (p=0,0019). As concentracdes de IP-10 do grupo TB em relacdo ao grupo controle séo

maiores. (Figura 2).
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Figura 2 — IP-10 em sangue estimulado por 24 horas com os antigenos de C. pseudotuberculosis nos grupos
controle (n=32) e tuberculose (n=30). O valor da mediana esta expresso na linha horizontal. Sendo S/EST -
amostras controle, PWM - estimulo inespecifico (controle positivo), BHI - estimulo inespecifico (meio de
cultivo bacteriano semi purificado), PAT10, VD57, FRC41 - extratos obtidos pela técnica do TPP das cepas
PAT10, VD57 e FRC41 de C. pseudotuberculosis, respectivamente. CT - controle, TB - Tuberculose ativa.
Aquisicdo pré-determinada de 3000 eventos com o kit BD™ CBA Human IP-10 Flex utilizando o Software Cell
Quest Pro- BD®. Os dados foram analisados utilizando o software FCAP Array BD®. CT-S/EST x CT-BHI
(p=0,0186), CT-PAT10, CT-VD57, CT-FRC41 (p<0,0001); TB-S/EST x TB-BHI, TB-PAT10 (p>0,05), TB-
VD57 (p=0,0114), TB-FRC41(p=0,0062).
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Os dados das demais citocinas analisadas, envolvidas na resposta celular, encontram-se na

tabela 3.
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Em ambos os grupos estudados as medianas das concentragdes de TNF dos estimulos foram
maiores em relacdo ao S/EST (mediana nula). Houve significncia estatistica (p<0,0001)
qguando comparadas aos estimulos. Nas analises intergrupos, apenas foi significante a
comparacédo entre BHI (p<0,0168), as medianas dos estimulos VD57 e FRC 41 no grupo TB
foram menores em relagdo ao grupo controle. (Tabela 3).

Quando dosada IL-2 no grupo controle a mediana das concentrac@es foi de 17,17 (0-52,15) e
24,32 (0,0-65,47) pg/mL, no grupo TB. Em ambos os grupos estudados houve significancia
estatistica quando comparada a mediana das concentra¢fes de IL-2 do sangue ndo estimulado
(S/EST) em relacdo aos estimulos PAT10 (p<0,0001) e FRC41 (grupo controle: p=0,0427 e
grupo TB: p=0,0002). As medianas dos estimulos foram maiores em ambos 0s grupos. Foram
significantes as andlises intergrupos entre S/EST (p=0,0203), BHI (p=0,0188) e VD57
(p=0,0217) (Tabela 3).

A mediana das concentracdes de IL-6 do sangue nao estimulado (Controle: 3,425 pg/mL e
TB: 47,87 pg/mL) em relacdo aos estimulos teve significancia estatistica (p<0,0001) em
ambos 0s grupos estudados. Entre os grupos estudados, houve significancia entre S/EST
(p=0,0005) e VD57 (p=0,0130), contudo a mediana nesse extrato foi inferior no grupo TB em
relacdo ao controle (Tabela 3).

A mediana das concentracfes de IL-10 quando tratadas com os extratos foi maior em
comparacdo ao sangue ndo estimulado, com significancia estatistica de p<0,0001, em ambos
0s grupos. Houve significancia apenas no BHI (p=0,0001) na comparagdo entre grupos
estudados, as mediadas de VD57 e FRC41 foram maiores no grupo controle em relagéo ao TB
(Tabela 3).

A mediana das concentraces de IL-4 e o valor minimo e maximo no grupo controle sem
estimulo foram de 20,16 e 3,56 — 33,28 pg/mL, no grupo TB foi de 11,09 e 2,18 — 20,91
pg/mL, respectivamente. Nas andlises intragrupos, apenas a mediana das concentragdes de
IL-4 do sangue ndo estimulado teve significancia comparado ao BHI (p=0,0370) no grupo
controle. Entre grupos estudados, houve significancia no S/EST (p=0,0009), PAT10
(p=0,0456) e FRC41 (p=0,0003). Nota-se que as concentra¢des de IL-4 no grupo controle em
relagcdo ao grupo TB sdo maiores em todas as condic¢des analisadas (Tabela 3).
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4. Discussao

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra as micobactérias ndo estdo totalmente
esclarecidos. Contudo, é inquestionavel o papel das citocinas e quimiocinas na protecao
contra o M. tuberculosis pelo controle da infecgéo inicial, manutencéo e regulacéo da resposta
imune celular (TORRADO; ROBINSON; COOPER., 2011).

O perfil da resposta imune efetivo contra o M. tuberculosis € o Thl, IFN-y ¢ a principal
citocina envolvida nesse contexto, porém apenas a acdo da mesma ndo é suficiente para
promover a protecdo contra o bacilo, e desta forma a contribuigédo de componentes celulares e
outras citocinas sdo necessarios para promover uma protecdo efetiva, tais como o TNF, IL-2 e
IL-6 (VAN CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002; KHANNA; SRIVASTAVA,;
KUMAR, 2003). Quimiocinas como a IP-10 também auxiliam o perfil de resposta Th1l. Ja o
desenvolvimento do perfil Th2, envolve a IL-4 e outras citocinas, que atuam inibindo a
resposta Thl contra o M. tuberculosis. A IL-10 exerce func¢des similares a IL-4 (VAN
CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002; ROOK; GRAHAM, 2007)

A quantificagdo das concentragfes das citocinas e quimiocinas estudadas neste trabalho foi
realizada por citometria de fluxo. O trabalho de Lee et al (2013) demonstrou que a deteccéo
por esta técnica de IFN-y, TNF em amostras estimuladas com o antigeno do M. tuberculosis

foi eficaz, demonstrando ser uma técnica sensivel para o diagnostico da TB.

O IFN-y, principal citocina ativadora de macrofagos e também responséavel pelo recrutamento
de células T, atuando na producgdo de quimiocinas, como a IP-10, participa criticamente na
eliminacdo do M. tuberculosis. Na TB, o IFN-y ¢ caracterizado como biomarcador devido a
sua concentragdo elevada em individuos infectados por M. tuberculosis (DORMAN;
HOLLAND, 1998; FILIPE-SANTOS et al., 2006; ZHANG et al., 2008). IP-10 atua no
trafego celular e ativagdo de leucocitos, na TB auxilia na formacdo do granuloma
(RUHWALD; AABYE; RAVN, 2007). Esta quimiocina vem sendo estudada como marcador
alternativo para diagndstico da TB, geralmente sdo encontrados niveis elevados de IP-10 em
soro de pacientes infectados (FERRERO et al., 2003; AZZURRI et al., 2005).

IL-2 induz a expanséo clonal de LT especificos aos antigenos microbianos, tais como do M.
tuberculosis (PILLAI; ABBAS; LICHTMAN, 2015), sendo assim, é esperado maiores
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concentragfes em individuos com TB, conforme encontrados nos estudos de (MARTINEZ;
MEHRA; KAUSHAL, 2013). IL-6, como citocina pré-inflamatéria, é importante na TB por
recrutar células para o sitio da infeccdo por M. tuberculosis. O TNF, assim como IFN-y,
desempenha importante papel no combate ao M. tuberculosis, induzindo uma forte resposta
celular, incluindo lesdo tecidual e ativacdo de macréfagos. N&o foi detectado no basal dos
dois grupos o TNF, fato explicavel pela sua rapida metabolizagcdo e consumo na ativacdo de
macrofagos (DORHOI; KAUFMANN, 2014).

Na TB, a IL-10 promove a desativacdo de macréfagos, diminuindo a producdo de IL-12 e
IFN-y (VAN CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002). Espera-se entdo niveis
mais baixos, conforme encontrados no estudo, visto que a elevacgédo de IL-10 inibe o perfil de
resposta imune Thl. A IL-4, inibidora da ativacdo de macrdfagos, é produzida em baixos
niveis, além de ser altamente bioativa, o que dificulta a sua dosagem. Em relacdo a deteccdo
de menores niveis de IL-4 no grupo TB em comparacdo ao grupo controle, € sugestivo pela
reducdo da producdo desta citocina em infeccBes que desencadeiam o perfil de resposta imune
Th1, como na TB (POORAN et al., 2017).

O potencial antigénico dos extratos das cepas PAT10, VD57 e FRC41 de C.
pseudotuberculosis semi-purificados foi demonstrado pela deteccdo de maiores niveis das
citocinas IFN-y, IP-10, TNF, IL-2, IL-6 e IL-10, apds o estimulo nas amostras dos individuos
do estudo, com excec¢do da IL-4 no grupo controle. Nos trabalhos de Kellar et al (2011) e You
et al (2016) foi observado o aumento da producdo dessas citocinas quando estimuladas com
antigenos especificos de M. tuberculosis. Reboucas et al (2011), utilizando antigenos C.
pseudotuberculosis semi-purificados em amostras de pequenos ruminantes portadores da
linfadenite caseosa, demonstrou maiores niveis de IFN-y no grupo dos animais infectados

apos estimulo.

O antigeno PAT10 foi capaz de diferenciar os grupos do estudo quando comparados em
relacdo aos niveis da producdo de IFN-y. Embora seja encontrado em quantidades pequenas, 0
IFN-y ¢ atualmente utilizado como biomarcador para TB (RUHWALD; RAVN, 2009).

Sob estimulos antigénicos, em desencontro com a literatura, foi detectado menores niveis
IFN-y no grupo TB (Tabela 3), contudo, Al-Attiyah et al (2012), demonstrou que na presenca
de antigenos micobacterianos o IFN-y permaneceu em concentracdes indetectaveis antes do

sexto dia, sugerindo a necessidade de incubacdo superior a 24h, tempo utilizado neste
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trabalho. J& Sahiratmadja et al (2007) relataram que a producdo de IFN-y em resposta a um
antigeno especifico de M. tuberculosis foi diminuida em pacientes com TB néo tratados, mas

que durante e apds o tratamento alcancou niveis significantemente maiores.

Avaliando o perfil de citocinas em sangue periférico de pacientes com TB ativa e em contato
com TB, em resposta ao antigeno 30-Kd de M. tuberculosis, Torres et al (1998) encontraram
niveis menores de IFN-y no grupo TB. Os autores sugeriram que IFN-y tem papel protetor nos
individuos contactantes saudaveis. Deenadayalan et al (2010) demonstrou 0S mMesmos

resultados, assim como neste presente estudo.

Assim como em IFN-y, as concentragdes de IP-10 foram capazes de diferenciar os grupos do
estudo, no entanto com maiores concentracbes no grupo TB. Varios estudos mostram
producdo de IP-10 em quantidades elevadas em pacientes infectados com M. tuberculosis, 0
que permite o desenvolvimento de plataformas de teste novas e simplificadas (RUHWALD;
AABYE; RAVN, 2009). Hong et al (2014) observaram que IP-10 pode ser um biomarcador

atil para monitorar a eficacia da terapia em pacientes com TB ativa.

IP-10 é considerada por varios autores como um melhor biomarcador para doenga, uma vez
que essa molécula existe em maior quantidade sérica o que facilitaria a sua dosagem
laboratorial e interpretagdo clinica. Ruhwald et al (2007) e Won et al (2017), sugeriram a
utilizacdo de IP-10 como biomarcador imunodiagnostico de infeccdo por M. tuberculosis,
apos detectar niveis mais elevados de IP-10 em plasma de pacientes com TB ativa em
comparacdo aos individuos controle, apds estimulo com antigenos especificos de M.

tuberculosis.

O antigeno VD57 foi capaz de diferenciar os grupos do estudo quando comparados em
relacdo aos niveis da producdo de IFN-y, IL-2 e IL-6. J& o antigeno FRC41, seguindo a

mesma comparacao anterior, levou a producao diferencial de IP-10 e IL-4 entre 0s grupos.

O estudo de Sun et al (2016) avaliou a producéo de citocinas em células PBMC de pacientes
controles, TB ativa e TB latente sob estimulo com antigenos especificos de M. tuberculosis
durante 24h e 72h. Nas amostras sem estimulo, os niveis encontrados de IL-2 foram baixos e
sem significancia estatistica entre os grupos. No estimulo com CFP-10/ESAT-6 por 24h, os
niveis encontrados de IL-2 foram significantemente maiores nos grupos TB ativa e TB latente
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quando comparados com o grupo controle, 0 mesmo foi observado para o estimulo com o
PPD. No estimulo de 72h, da mesma forma que no estimulo de 24h, foram encontrados niveis

de IL-2 maiores nos grupos TB ativa e TB latente.

As concentracOes de IL-6 e IL-4 sob estimulo com os trés antigenos foram menores no grupo
TB em comparagdo ao grupo controle, o que sugere uma forma de modulagcdo da resposta
imune do hospedeiro pelo bacilo da TB. Em relacdo a IL-6, uma possivel explicacdo para
esses dados seria a ativacdo e expressdo do receptor de IL-6 nas células sanguineas pelos
antigenos do M. tuberculosis com consequente consumo dessa citocina. Outra possibilidade
seria a inibicdo da capacidade de producéo de IL-6 por meio de um mecanismo supressor dos
antigenos do M. tuberculosis a resposta do hospedeiro. A auséncia de IL-6 esta relacionada ao
atraso do desenvolvimento de células T produtoras de IFN-y e inibi¢do de macrofagos e
infeccdo letal em modelos com animais (LADEL et al., 1997; LEAL et al., 1999). Sendo
assim, a IL-6 desempenha papel importante na resposta imuno-inflamatéria e a inibicdo dessa
citocina por antigenos micobacterianos pode ser um mecanismo de modulacdo da resposta

imune do hospedeiro pelo bacilo da TB.

Os niveis de IP-10, TNF, IL-2 e IL-10 foram significativamente diferentes entre grupo
controle e TB ativa sob estimulo BHI. O meio BHI, recomendado como meio universal para a
bacteriologia aerébia e para a recuperacdo primaria de fungos e de Actinomycetales, é
composto por componentes da infusdo de cérebro-coracdo, peptona e glucose (CONVILLE,
2011). Acredita-se que este meio contém moléculas que podem ser compartilhadas entre
outros micro-organismos, em consequéncia, estimula a producdo de citocinas por reagédo
cruzada. Trabalhos futuros podem ser realizados para pesquisar qual(is) componente(s) deste
meio leva(m) a producdo diferencial de citocinas entre individuos controle e com tuberculose
pulmonar ativa. As amostras de sangue total dos dois grupos de estudo quando estimuladas
com o BHI induziram aumento dos niveis de IFN-y, IP-10, TNF, IL-2, IL-6 e IL-10 em

comparagédo ao basal.
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4. CONCLUSAO GERAL

Moléculas dos extratos de Corynebacterium pseudotuberculosis induzem producdo das citocinas

analisadas em amostras de individuos com tuberculose pulmonar ativa.

Moléculas dos extratos de C. pseudotuberculosis cepas PAT10, VD57, FRC41 induzem maior
resposta de IP-10, TNF, IL-2 no grupo com TB ativa, enquanto que induzem maior resposta de

IFN-y, IL-6 e IL-4 no grupo controle.

Moléculas dos extratos de Corynebacterium pseudotuberculosis cepa PAT10 induz maior resposta
de IL-10 no grupo TB ativa, enquanto que moléculas dos extratos de C. pseudotuberculosis cepas

VD57 e FRC41 induzem maior resposta desta citocina no grupo controle.

Moléculas dos extratos de Corynebacterium pseudotuberculosis diferenciam os grupos de estudo
quando sdo analisadas as concentracdes de IFN-y e IP-10, sob estimulo com PAT10, IFN-y, IL-2
e IL-6, sob estimulo com VD57, e IP-10 e IL-4, sob estimulo com FRCA41.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR

FICHA CLINICA

Sub-Projeto: “Padronizacao de testes imunodiagnésticos in vitro alternativo para tuberculose humana
e avaliacdo da resposta in vitro a diferentes antigenos de Mycobacterium sp e Corynebacterium

pseudotuberculosis.”

Nome do entrevistador:

Identificacdo do paciente:

Data da coleta: / /

Parametro Possibilidades Resposta

Registro

Nome Completo

Procedéncia 1IBIT 2HOM 3.0UTROS

Género 1.MASCULINO 2.FEMININO

Data de Nascimento _ / /19

Naturalidade

Profisséo

Grau de Instrucéo 1.Fundamental Incompleto 2.Fundamental Completo
3.Nivel Médio Incompleto  4.Nivel Médio Completo
5.Superior Incompleto 6.Superior Completo
7. Outro

Endereco

Telefone

Classificacdo Etnica (auto-referenciada) | 1.BRANCO 2.MESTICO 3.NEGR(C

IBGE 4.INDIO

Dados Clinico-Laboratoriais:

Parametro/Pergunta Possibilidades Resposta
1. O paciente ja realizou a BACILOSCOPIA? 1.SIM 2.NAO 3.N&o sei/N&o lembro
OBS:BACILOSCOPIA = Exame de escarro(Se
NAO, pular para a questao 4)

2. Resultado da BACILOSCOPIA 1.POSITIVO 2.NEGATIVO 3.N&o sei/Néo

(Se NEGATIVO, pular para a questdo 4) | lembro

3. Se POSITIVO, qual a classificagdo? — 1. (1+) 2.(2+) 3.(3+) 4.(4+) 5.Néo
Preferencia COLOCAR A PARTIR DO sei/N&o lembro
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LAUDO / Prontuario

4. O paciente ja realizou 0 exame CULTURA? | 1.SIM 2.NAO 3.Ndo sei/N4o lembro

(Se NAO, pular para a questo 6)

5. Se SIM, qual foi o resultado? 1.POSITIVO 2.NEGATIVO 3.Nao sei/Nao
Preferencia COLOCAR A PARTIR DO lembro
LAUDO / Prontuario/Cadastro

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

(Explicar ao paciente como é o exame)

(Se NAO, pular para a questéo 8)

Preferencia COLOCAR A PARTIR DO

LAUDO / Prontuario /Cadastro

7. Qual foi o resultado do PPD? Em mm Em mm
Preferencia COLOCAR A PARTIR DO
LAUDO / Prontuario /Cadastro

8. O paciente ja tomou a vacina BCG? 1.5IM 2.NAO
Preferencia COLOCAR A PARTIR DA
CICATRIZ VACINAL NO BRACO

9. O paciente tem a cicatriz da BCG? 1.5IM 2.NAO

(Olhar o brago direito do paciente)

10. O paciente estd em tratamento? 1.5IM  2.NAO

(Se NAO, pular para a questéio 13)

11. O tratamento atual tem quanto tempo? 1.Um més 2.Dois meses 3.Trés meses
Preferencia COLOCAR A PARTIR DO 4.Quatro meses  5.Cinco meses  6.Seis
LAUDO / Prontudario/Cadastro meses

7. Mais que seis meses

12. Quais as drogas utilizadas no tratamento | 1.Isoniazida 2.Rifampicina 3.Pirazinamida
atual? 4.Etambutol  5.Estreptomicina

(Pular para a questéao 17) 6.Etionamida

7.N&o sei/Nao lembro
8.0utros(especificar)
OBS: Comprimidos ”vermelhos” =
Isoniazida e Rifampicina;

Comprimidos “brancos” = Pirazinamida

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
OBS: Explicar comunicante como escola,
companheiro, residencia,

14. Qual tipo de contato? 1.Domiciliar 2.Trabalho 3.Vizinhos
4.Escola 5. Outros

15. O paciente utiliza ou ja utilizou profilaxia 1.5IM  2.NAO

(isoniazida profilatico)?
(Se NAO, pular para a questdo 17)

16. Se SIM, por quanto tempo? 1.Ummés 2.Dois meses 3.Trés meses
4.Quatro meses  5.Cinco meses  6.Seis
meses

7.Ndo sei/Nao lembro
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17. O paciente faz uso de algum medicamento
gue nao seja para tuberculose?
(Se NAO, pular para a questio 19)

1.SIM  2.NAO

18. Se SIM, qual ou quais?
(especificar)

19. Grupo no presente estudo

1.Grupo I (Tuberculose sintomatica sem
tratamento com Baciloscopia +; e/ou cultura
+; e/ou TRM (detectado ou +).

2.Grupo Il (Assintomatico; PPD positivo)
3.Grupo 11 (Assintomatico; PPD negativo)
OBS: PPD positivo = maior que 5mm (PNCT )

20- RAIO_X

1- SIM
2- NAO
3- NAO SABE

21 — Coleta de Escarro e ou saliva-

1- Baciloscopia

2- Cultura para BK

3- Teste Rapido Molecular (TRM) - Gene
Xpert® M. TUBERCULOSIS/RIF

4- PCR- Teste Molecular

5-PCR Multiplex — Teste Molecular

22-Coleta de Lavado brénquico alveolar

1- Baciloscopia

2- Cultura para BK

3- Teste Rapido Molecular (TRM) - Gene
Xpert® M. TUBERCULOSIS/RIF

4- PCR- Teste Molecular
5-PCR Multiplex — Teste Molecular

23-Coleta de Liquidos Cavitdrios

Qual:

1- Baciloscopia
2- Cultura para BK
3- Teste Rapido Molecular (TRM) - Gene
Xpert® M. TUBERCULOSIS/RIF
4- PCR- Teste Molecular
5-PCR Multiplex — Teste Molecular

24- Coleta de Sangue: Soro e Plasma

1-PCR Ultra Sensivel

2-Dosagem de Citocinas

3-Cultura para estudo de estimulo Celular
4-IGRA

5-Hemograma

6- Multitest para LT (FACS)
7-Polimorfismo Genético
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
Instituto de Ciéncias da Saude %
2

Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: Andlise do perfil clinico-laboratorial de individuos com diagndstico de tuberculose e
avaliacdo da antigenicidade de proteinas de Mycobacterium sp. e Corynebacterium
pseudotuberculosis. CAAE: 57662016.8.1001.5662 .

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario, desta pesquisa cientifica. Apos 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 € sua e a outra, do pesquisador responsavel. Em
caso de recusa vocé ndo terd diferenca no tratamento ou contato com os pesquisadores. Se tiver
alguma davida, vocé deve procurar o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da
Salde no telefone 71-3283-8951, na Av. Reitor Miguel Calmon, s/n°, Vale do Canela —
Salvador/BA, CEP: 40.110-100.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

1. Instituicdo. Laboratorio 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: Analise do perfil clinico-laboratorial de individuos com diagnostico de
tuberculose e avaliacdo da antigenicidade de proteinas de Mycobacterium sp. e Corynebacterium
pseudotuberculosis.

3. Pesquisador Responsavel. Profa. Songeli Menezes Freire, 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. Descricao da pesquisa

4.1 Justificativa. Aproximadamente um terco da populacdo mundial tem tuberculose. Esta doenca é
causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis. A detec¢do precoce da tuberculose é de extrema
importancia para saude publica e para saude individual. O desenvolvimento da doencga, sem
sintomas pode aumentar o risco disseminacdo da bactéria. Apesar de existirem testes de

diagnostico, torna-se interessante o desenvolvimento de outros testes mais atuais, que possam
melhorar o diagndstico e o controle da tuberculose.

4.2 Objetivos. Analisar o perfil clinico-laboratorial de individuos com diagnoéstico de tuberculose
sensivel e resistente ao tratamento e avaliar a reatividade de proteinas de Mycobacterium
tuberculosis e Corynebacterium pseudotuberculosis em amostras de individuos com tuberculose.
4.3 Metodologia. Vocé esta sendo convidado a participar por um dos motivos a seguir: Apresenta
queixas e sintomas (febre, tosse e emagrecimento) que sugerem tuberculose (Grupo | da pesquisa),
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ou apresenta teste cutaneo positivo (PPD reagente) (grupo Il da pesquisa) ou porque ndo apresenta
sintomas de tuberculose e também ndo apresenta teste cutaneo positivo (PPD reagente) (grupo 11
da pesquisa). Caso concorde em participar da pesquisa vocé sera entrevistado com perguntas sobre
habitos, costumes e sintomas de queixas clinicas e buscaremos informacdes adicionais no seu
prontuario médico. Faremos a coleta de 12 mL do seu sangue (aproximadamente duas colheres de
sopa) que serdo utilizados para contagem das celulas do sangue (leucograma), para os testes
laboratoriais de capacidade de resposta as bactérias causadores de doencas relacionadas com a
tuberculose e para 0 desenvolvimento de novos testes.

4.3.1.Armazenamento, utilizacao e destino final do material biol6gico (amostra de sangue). As
amostras de seu sangue ficardo mantidas congeladas em nosso setor (freezer -20°C ou -70°C) num
periodo de até 5 anos (contado a partir da data de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa) para
reutilizacdo nesse mesmo projeto de pesquisa, pois, em alguma eventualidade necessidade de
repeticdo ou de reagbes com proteinas mais novas do projeto, 0 mesmo podera ser resgatado,
guardado até publicacdo dos dados e encerramento do projeto.

A qualquer momento vocé podera desistir de participar do estudo e o seu material bioldgico sera
descartado devidamente conforme recomendacdo da ANVISA, interrompendo assim sua
participagdo da pesquisa, sem qualquer prejuizo de seu atendimento no setor.

5. Riscos, prejuizos, desconfortos, lesdes que possam decorrer da pesquisa. Os riscos associados
a esta coleta de sangue séo limitados a pequenos desconfortos no local da pungdo sanguinea, ou no
maximo uma peguena mancha roxa no local da coleta, que serdo evitados por coletador de sangue
treinado e experiente. Em caso de complicacdes decorrentes da coleta de sangue vocé recebera a
assisténcia integral e imediata, de forma gratuita no proprio setor pelos integrantes da equipe
medica hospitalar e/ou no Labimuno na UFBA.

6. Beneficios derivados da participacdo nesta pesquisa. Vocé ndo tera nenhum beneficio
financeiro por sua participacdo neste estudo, entretanto, caso sejam identificadas alteracGes nos
testes, vocé serd encaminhado(a) a especialista ou continuara em atendimento em unidade
especializada de saude publica, mesmo que desista, de participar deste estudo, em qualquer
momento. 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.

7. Ressarcimento de suas despesas como participante da pesquisa. Para sua participacdo nesta
pesquisa, vocé ja estara no setor de diagnostico onde iremos encontra-lo, ndo esta previsto gasto
financeiro de sua parte.

8. Direito a indenizacdo como participante da pesquisa. Nesta pesquisa ndo serd realizado
qualquer procedimento, alem da coleta de sangue pelo profissional do setor que lhe atende.
Qualquer problema havera atendimento disponivel por especialistas no setor, caso sejam gerados
quaisquer danos por sua participacdo nesta pesquisa. Vocé serd indenizado em caso de danos
decorrentes da pesquisa

9. Comité de Etica em Pesquisa. Tendo como missdo zelar pelos aspectos éticos das pesquisas
tendo em vista os riscos, 0s beneficios, e o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
dentre outros, o Comité de Etica em Pesquisa assegura a preservacdo da dignidade humana, dos
direitos dos participantes voluntarios das pesquisas e do bem estar. O Comité, ao qual este projeto
sera submetido, esta localizado no 4° andar do Instituto de Ciéncias da Saude - Universidade
Federal da Bahia, endereco: Avenida Reitor Miguel Calmon s/n, Vale do Canela, CEP: 40.110-100
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Salvador - Bahia, Telefone: (71) 3283-8951, Email: cepics@ufba.br. Horarios de funcionamento:
segunda das 13h30 as 19h30 e de terca a sexta das 7h as 13h.

10. Canais de esclarecimento (antes, durante e apds a execu¢do do estudo) sobre a propria
pesquisa. Sempre que desejar vocé podera esclarecer suas davidas através do telefone (71) 3332-
3341 ou 3235-9682, ramal 200/201.

11. Sigilo em relacéo a privacidade do sujeito de pesquisa e confidencialidade de seus dados.
Os dados obtidos a partir da amostra de seu sangue serdo codificados e usados para andlise da
pesquisa e para divulgacdo em congressos e revistas médicas, mas 0s seus dados serdo protegidos e
jamais sera divulgada sua identidade.

Assinatura do PESQUISADOR RESPONSAVEL

CONSENTIMENTO DO PARTICIPANTE DE PESQUISA

ST , RG
N0 e € CPF N% o , abaixo assinado, concordo de
maneira livre e esclarecida em participar, na condicdo de sujeito de pesquisa, do estudo intitulado
“Analise do perfil clinico-laboratorial de individuos com diagndstico de tuberculose e avaliacdo da
antigenicidade de proteinas de Mycobacterium sp. e Corynebacterium pseudotuberculosis.”. Fui
devidamente informado (@) sobre a pesquisa, 0s 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 participante de pesquisa, e garantido que posso retirar meu consentimento
a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu
acompanhamento, assisténcia e/ou tratamento.

Salvador, Bahia, ........ [0 [T de ..o

Assinatura :
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