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RESUMO

A tuberculose (TB) permanece como um dos maiores problemas de saude publica no
mundo. A identificacdo de novos antigenos de Mycobacterium tuberculosis e de
biomarcadores de infeccdo, capazes de auxiliar no diagnéstico da doenca ativa e da
infeccdo latente sdo metas importantes para o controle da TB. No presente trabalho
foram estudados pacientes TB antes e apés receberem o tratamento, e individuos
contatos TB com diagnéstico de infeccdo latente (PPD+). Foram investigados os
niveis séricos de IgG e IgG1 e a producdo de citocinas e quimiocinas contra 0s
seguintes antigenos: 1) antigenos da fase de infeccéo ativa (ESAT-6/CFP-10, Rv0717
e Rv3353); 2) infeccéo latente ou DosR (Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv1737); e, 3)
antigenos da fase de reativacéo da infec¢do ou Rpf (Rv0867 e Rv2389). A producédo
de IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-10 e IL-4 foi avaliada em culturas de células mononucleares
de sangue periférico (PBMC) estimuladas com antigenos do M. tuberculosis, atraves
de ELISA e/ou CBA-citometria. Niveis séricos de CCL-2, CXCL-8, CXCL-9 e CXCL-
10 foram mensurados em pacientes TB e controles. Nossos resultados mostram niveis
séricos elevados de anticorpos IgG1l contra ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353,
Rv1733, Rv2029, Rv2628 e Rv0867 em pacientes com TB ativa em comparagdo ao
grupo controle (p<0.001). Apds completada a quimioterapia, a resposta de IgG1 frente
aos antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv3353, Rv2628, Rv2029, e Rv0867 foi reduzida a
niveis de controle (p<0,01). A andlise da curva ROC confirmou o bom desempenho
dos antigenos Rv0717, Rv1733, Rv3353, Rv2628, Rv2029 e Rv0867 no diagnostico
da TB. Interessantemente, Rv0717 e Rv1733 induziram um pico de resposta de IgG1
apos 1-3 meses de quimioterapia (p<0,01). Neste grupo de pacientes (1-3M), uma alta
producdo de IFN-y e TNF-a foi observada apds estimulagdo de PBMC com ESAT-
6/CFP-10, Rv1733 e Rv2029. Os grupos nao diferiram na producéo de IL-17, IL-10 e
IL-4, indicando uma predominante resposta com perfil Thl nos pacientes estudados.
Niveis elevados de CXCL-8, CXCL-9 e CXCL-10 foram detectados no soro de
pacientes com TB ativa. Apds 6 meses de tratamento os niveis séricos de CXCL-9 e
CXCL-10 foram reduzidos a niveis de controle. Niveis séricos elevados de anticorpos
IgG e IgG1l especificos para os antigenos ESAT-6/CFP-10 e Rv1733 foram

observados em pacientes com TB ativa e em contatos TB, em comparacdo com o



grupo controle (p< 0,05). De forma semelhante, pacientes TB e contatos TB também
nao diferiram quanto a producdo de IFN-y em resposta ao antigeno ESAT-6/CFP-10,
indicando haver dificuldade em diferenciar pacientes com TB ativa de individuos com
TB latente. Interessantemente, em resposta ao antigeno DosR Rv1733, niveis
elevados de IFN-y foram observados nas culturas de PBMC dos contatos TB, em
comparacao aos grupos TB ativa e controle sadio (p<0,05). Em conjunto, esses
resultados sugerem a existéncia de biomarcadores da tuberculose, representados por:
1) deteccédo de niveis elevados de anticorpos IgG1 contra ESAT-6/CFP-10, Rv0717,
Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867; 2) alta producéo de IFN-y e TNF-o. em
resposta a diferentes antigenos do M. tuberculosis; e, 3) niveis séricos aumentados
de CXCL-9 e CXCL-10. Esse perfil de resposta imune pode auxiliar no diagndstico da
TB e no monitoramento do tratamento. Além disso, a detec¢ao de niveis elevados de
IFN-y em resposta ao antigeno Rv1733 pode contribuir no diagnéstico da doenca em

contatos TB que apresentam tuberculose assintomatica.

PALAVRAS-CHAVE: Tuberculose; Diagnostico; ESAT-6/CFP-10; DosR, 1gG, IFN-y.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) remains a major public health problem in the world. The identification
of new Mycobacterium tuberculosis antigens and infection biomarkers capable of
assisting in the diagnosis of active disease and latent infection are important targets
for TB control. In the present study, TB patients before and after receiving treatment
and contacts TB diagnosed with latent infection (PPD +), were studied. We
investigated the levels of serum IgG and IgG1 and the production of cytokines and
chemokines against the following antigens: 1) antigens from the active phase of
infection (ESAT-6/CFP-10, Rv0717 and Rv3353); 2) latent infection antigens or DosR
(Rv1733, Rv2628, Rv2029 and Rv1737); and 3) antigens from the reactivation phase
of infection or Rpf (Rv0867 and Rv2389). The production of IFN-y, TNF-a., IL-17, IL-10
and IL-4 was evaluated in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cultures
stimulated with M. tuberculosis antigens, by using ELISA and/or CBA-cytometry.
Serum levels of CCL-2, CXCL-8, CXCL-9 and CXCL-10 were measured in TB patients
and controls. Our results show elevated serum levels of IgG1 antibodies against ESAT-
6/CFP-10, Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 and Rv0867 in patients with
active TB, in comparison with the control group (p<0.001). After completion of the
chemotherapy, the IgG1 response to ESAT-6/CFP-10, Rv3353, Rv2628, Rv2029 and
Rv0867 was reduced to control levels (p <0.01). The ROC curve analysis confirmed
the good performance of Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 and Rv0867,
and antigens in the diagnosis of TB. Interestingly, RvO0717 and Rv1733 induced an
IgG1 peak response after 1-3 months of chemotherapy (p<0.01). In this patient group
(1-3m), a high IFN-y and TNF-a response was observed after stimulation of PBMC with
ESAT-6/CFP-10, Rv1733 and Rv2029. The groups did not differ in IL-17, IL-10 and IL-
4, indicating a predominant Th1 response in the patients studied. High levels of CXCL-
8, CXCL-9 and CXCL-10 were detected in the serum of patients with active TB. After
6 months of treatment, levels of both CXCL-9 and CXCL-10 were reduced to control
levels. Elevated serum levels of IgG and IgG1 specific for both ESAT-6/CFP-10 and
Rv1733 were observed in patients with active TB and in TB contacts, in comparison
with the control group (p<0.05). Similarly, TB patients and TB contacts also did not
differ in the production of IFN-y in response to ESAT-6/CFP-10, indicating that the



discrimination between patients with active TB and individuals with latent TB is difficult.
Interestingly, in response to the DosR Rv1733 antigen, high levels of IFN-y were
observed in PBMC cultures of TB contacts in comparison to both active TB and healthy
control groups (p<0.05). Together, these results suggest the existence of tuberculosis
biomarkers represented by: 1) elevated serum levels of IgG1 antibodies against ESAT-
6/CFP-10, Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 and Rv0867; 2) high IFN-y and
TNF-a production in response to different M. tuberculosis antigens; and 3) increased
serum levels of CXCL-9 and CXCL-10. This profile of immune response may assist in
the diagnosis of TB and monitoring drug therapy. Furthermore, detection of high levels
of IFN-y in response to the Rv1733 antigen may contribute to the diagnosis of TB

disease in contacts presenting asymptomatic tuberculosis.

KEYWORDS: Tuberculosis; Diagnosis; ESAT-6/CFP-10; DosR; 1gG; IFN-y.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

A tuberculose permanece como um dos maiores problemas de saude publica no
mundo, sendo a segunda principal causa de mortes por doencas infecciosas depois
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, com aproximadamente, 1,5 milhdes de
Obitos notificados no ano de 2014 (Who, 2015). Em 1993, a TB passou a ser
reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude como uma emergéncia global,
sendo inserida nas politicas de saude internacionais, havendo uma meta de reduzir
e parar o coeficiente de incidéncia da doenca até 2015 (Who, 2002). Com esse
objetivo no ano de 2006, a OMS divulgou a Estratégia Stop TB que visava reduzir em
50%, até 2015, os coeficientes de prevaléncia e de mortalidade em relacao ao ano de
1990. Desde entdo, a partir das estratégias expostas pela OMS, o panorama mundial
da TB vem melhorando. O diagnostico eficaz associado ao tratamento da doenca
salvaram, no mundo, 43 milhdes de vidas no periodo de 2000 a 2014 e, em 2015, a
prevaléncia estimada para TB foi 42% menor que em 1990 (Who, 2015). Apesar disso,
a doenca ainda se configura como uma emergéncia global. Em 2014 o namero de
casos novos no mundo foi estimado em 9,6 milhdes, sendo que a maior parte esta
concentrada nas regides da Asia e da Africa, com uma proporc¢éo de 58% e 28% dos
casos, respectivamente. Além disso, 80% dos casos estdo concentrados em 22
paises. Dentre estes, seis se destacam por apresentar as maiores incidéncias e
prevaléncias de TB no mundo: india, Indonésia, China, Nigéria, Paquistdo e Africa do
Sul. O Brasil ocupa a 182 posi¢éo, entre esses paises, com uma representatividade
de 0,9% de casos de TB no mundo (Who, 2015).

Somente 5-15% dos individuos infectados com o Mycobacterium tuberculosis
progridem para o desenvolvimento da doenca ativa (Who, 2015). Aproximadamente
um tergco da populagdo mundial, ou mais de 2 bilhdes de pessoas, apresentam a
infeccao latente pelo M. tuberculosis, com a possibilidade de reativagao e transmissao
da doenca (Who, 2012; Kizza et al., 2015). Assim, uma importante politica de saude
publica, que vem sendo utilizada no controle da TB em paises de alta renda, mas
ainda em fase de implementacdo nos paises de baixa e média renda (Kizza et al.,

2015), é ainvestigacdo de individuos que convivem com pacientes com tuberculose
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ativa, denominados contatos TB. Neste contexto, em termos de prevaléncia, dos
28,1% contatos em paises de alta renda que apresentaram a infeccao latente apenas
1,4% desenvolveram a doenca ativa. Enquanto que, em paises de baixa e média
renda dos 51,5% contatos que apresentaram infeccao latente, 3,1 % desenvolveram
a forma ativa da doenca (Fox et al., 2013).

No Brasil, a incidéncia de TB também reduziu nos ultimos anos, segundo 0s
nameros divulgados pela Secretaria de Vigilancia em Saude (2014). Em 2013, o Brasil
diagnosticou 71.123 casos novos de TB, perfazendo um coeficiente de incidéncia de
35,4/100.000 habitantes. Esse coeficiente em 2003 era de 44,4/100.000 habitantes,
havendo uma reducdo de 20,4% em comparacdo a 2013. Quando analisadas as
regides do Brasil, em 2013, verificou-se que o Norte, o Sudeste e o Nordeste
apresentaram o0s mais altos coeficientes de incidéncia: 45,2, 37,1 e 34,7/100.000
habitantes, respectivamente. Do total de casos novos diagnosticados, 85,7%
apresentaram a forma clinica pulmonar e, destes, 65,2% eram baciliferos (Saude,
2014).

Com o surgimento, em 1981, da AIDS, observou-se, tanto em paises
desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento, crescente niumero de casos
notificados de tuberculose em pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia
humana. Esta associacdo (HIV/TB) ainda representa um sério problema de saude
publica, causando aumento da morbidade e mortalidade pela tuberculose em muitos
paises (Saude., 2007). A infeccdo com o virus HIV contribui para o aumento da
incidéncia da TB no mundo, uma vez que, pacientes com HIV apresentam maior risco
da infeccdo latente progredir para doenga ativa e transmitir a infeccdo a outras
pessoas (Morens et al., 2004; Latorre e Dominguez, 2015). Em 2012, dos 8,6 milhdes
de casos de TB notificados no mundo, 1,3 milhdes de casos, que representam 13%
da populacéo com TB, apresentaram coinfeccdo com HIV (Who, 2013).

Outro grande problema que reforca a gravidade da TB no mundo € o aumento
do nimero de pacientes com tuberculose multi-drogas resistente (TB-MDR). Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude, em 2012 os casos estimados de TB-MDR foram de
3,6% dos casos novos de TB e 20,2% referentes aos casos ja previamente tratados.
Estas estimativas estdo essencialmente inalteradas desde 2011 (Who, 2013). Estes
dados mostram a importancia do diagndstico precoce e tratamento efetivo, bem como
de estratégias de prevencéo e controle para a tuberculose.
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1.2 Mycobacteium tuberculosis

Os membros do género Mycobacterium se caracterizam por apresentar um
envelope celular muito complexo, que é notavel pela baixa permeabilidade das suas
células, por conter em sua parede celular acidos graxos de cadeias longas a-alquil, B-
hidroxil. Tal caracteristica confere a estes microrganismos uma colora¢ao diferenciada
gue € conhecida como técnica de Ziehl-Neelsen (FORRELAND et al., 2013).

O Mycobacterium tuberculosis € a espécie mais importante do Complexo
Mycobacterium tuberculosis que se refere ao grupo de espécies: Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium canetti, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
microti, Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipedii, que
sdo geneticamente muito similares, com cerca de 99,9% de identidade a nivel de
nucleotideos, além disso, apresentam sequéncia idéntica de rRNA 16s (BROSH, et
al., 2002; FORRELAND et al., 2013). As bactérias do complexo M. tuberculosis sédo
classificadas como micobactérias ndo pigmentadas de crescimento lento; seu tempo
de geracao é longo podendo variar de 14 a 20 dias dependendo do meio de cultura
empregado para o seu crescimento. Essas micobactérias podem ficar em estado de
dorméncia por longos periodos, fator responsavel pela reativacdo da infeccéo
(Saude/Funasa, 2002). Além destas caracteristicas, uma peculiaridade importante
das cepas virulentas do complexo M. tuberculosis € o agrupamento dos bacilos
formando ramos alongados e tortuosos, conhecidos como fator corda ou crescimento
em corda (Coelho et al., 2007)

As micobactérias sao bacilos retos ou ligeiramente curvos, medindo de 0,2 a 0,6
pum de didmetro e 1 a 10 um de comprimento (Saude/Funasa, 2002). Com base nos
critérios clinicos, as micobactérias podem ser divididas em trés grupos. O primeiro
grupo inclui os patdégenos tipicos ou estritos ao homem e alguns animais, dentre eles
0s membros do complexo M. tuberculosis, M. leprae, M paratuberculosis e M.
lepraemurium. Estes patdégenos geralmente ndo sdo encontrados no meio ambiente
(Portaels, 1995). O segundo grupo consiste de micobactérias potencialmente
patogénicas. A maioria é encontrada em todos os lugares na natureza e podem tornar-
se patogénicas em circunstancias especiais, como em individuos
imunocomprometidos. Este grupo é representado por bactérias do complexo M.
avium-intracellulare (M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis, M.

avium subsp. silvaticum e M. intracellulare), patégenos oportunistas capazes de
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causar doenca tanto no homem como no animal. O terceiro grupo consiste
normalmente de espécies saprofiticas, ndo patogénicas ou excepcionalmente

patogénicas (Portaels, 1995).

1.3 Aspectos clinicos da infeccao por Mycobacterium tuberculosis

A tuberculose pode ser transmitida através da inalagédo de particulas contendo o
M. tuberculosis (Sepkowitz et al., 1995). Calcula-se que durante um ano, em uma
comunidade, uma fonte de infeccéo podera infectar, em média, 10 a 15 pessoas que
com ela tenham tido contato (Saude/Funasa, 2002)

As lesdes apresentadas na TB s&o muito complexas com diferentes
caracteristicas patologicas, microbiolégica e imunoldgicas que evoluem, muitas
vezes, ao longo de um periodo que leva meses, ou até mesmo anos, antes do
aparecimento de sintomas e diagnoéstico da doenca (Lenaerts et al., 2015). Tal
complexidade é observada, também, nas diversas formas de manifestacdo da
infeccdo. Alguns individuos bastante expostos ao M. tuberculosis podem passar toda
a vida sem nenhum sinal da doenca, mesmo apresentando evidéncias imunoldgicas
da infeccéo, sendo considerados portadores de infeccao latente. Ja entre aqueles que
desenvolvem a doenca ativa, encontram-se 0s que apresentam a doenca “primaria”,
e 0s que expressam a doenga “pos-primaria ou secundaria”. A doenga “primaria”
progride rapidamente apds a exposicdo ao bacilo, ocorrendo em uma pequena
porcentagem de pacientes, tipico em individuos com alguma condic&o subjacente de
deficiéncia do estado imunoldgico. A doenga “pds-primaria” ocorre anos ou décadas
mais tarde, também desencadeada por alguma alteracdo do estado imunolégico do
paciente (Lenaerts et al., 2015).

A doenga primaria evolui a partir do foco pulmonar (processo pneumdnico
parenquimatoso) ou, com maior frequéncia, do foco ganglionar. Esses ganglios podem
fistulizar-se para um brénquio adjacente e determinar a disseminacao broncogénica
da tuberculose. Com a expanséo das lesGes destrutivas, os bacilos atingem os vasos
sanguineos e disseminam-se nos pulmdes, podendo também atingir outros 6rgaos
(Bombarda et al., 2001). Quando ocorre disseminagao por via hematogénica para
cérebro, rins, vértebras, linfonodos e regido apical dos pulmdes, a doenca, evolui para

0 quadro de tuberculose primaria progressiva, tuberculose miliar ou tuberculose
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7

disseminada (Saude/Funasa, 2000), que € caracteristico na doenca primaria
(Lenaerts et al., 2015).

A tuberculose pés-primaria ou secundaria é considerada uma reativacao de
lesGes prévias de bacilos dormentes e causa uma infeccdo granulomatosa cronica.
Frequentemente essa reativagdo esta relacionada com periodos de imunodepresséo
(Lenaerts et al., 2015). Histologicamente a tuberculose secundaria é caracterizada por
presenca de necrose caseosa que produz lesdes localizadas (Andreu et al., 2004),
mas que inclui um amplo espectro de patologias. Por exemplo, alguns pacientes
desenvolvem grandes cavidades cheias de ar (hormalmente apenas uma minoria),
enquanto outros desenvolvem apenas nédulos solitarios no parénquima pulmonar, ou
podem apresentar infeccdo limitada no sistema linfatico ou em outros sitios

extrapulmonares (Lenaerts et al., 2015).

1.4 Aspectos basicos do granuloma na infeccdo por M. tuberculosis

Durante o processo de infeccdo, varias células pertencentes ao sistema
imunologico sdo recrutadas, culminando na formacdo de estruturas organizadas
denominadas granuloma (Cosma et al., 2003). O granuloma, durante a infec¢céo, tem
como funcdo conter os bacilos fisicamente, impedindo sua disseminacgéo, além de
fornecer um microambiente imunolégico que, em parte, ajuda a inibir o crescimento
do bacilo, através da ativacdo dos mecanismos bactericidas dos macréfagos, além de
ser um ambiente de privacdo de nutrientes e oxigénio para o M. tuberculosis (Algood
et al., 2003; Korb et al., 2016). O granuloma inicial € composto por um nucleo de
macrofagos infectados cercado por macréfagos adicionais exibindo uma morfologia
distinta, incluindo as células gigantes multinucleadas, células epitelioides, macréfagos
espumosos (Peyron et al., 2008), além dos granulécitos e mondcitos (Ulrichs e
Kaufmann, 2006; Russell, 2007). Nos estagios iniciais de desenvolvimento, o nodulo
sofre marcada neovascularizacdo, 0 que denota um extenso recrutamento de
linfcitos, macréfagos e células dendriticas para o sitio de infeccdo (Alatas et al.,
2004). Nos nodulos maduros do granuloma desenvolve-se uma bainha fibrosa de
colageno e outros componentes da matriz extracelular em torno do centro, rico em

macrofagos. O infiltrado linfocitico € excluido e se agrega em torno do punho fibroso,
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gue define a periferia do noddulo (Ulrichs e Kaufmann, 2006; Russell, 2007; Russell et
al., 2009).

O desenvolvimento de um granuloma organizado é resultado da resposta do
hospedeiro a antigenos persistentes do M. tuberculosis, como proteinas e lipidios
(Korb et al., 2016). Os antigenos ESAT-6 e PIM2 induzem a expressado de matriz
metaloproteinase (MMP-9) em células epiteliais vizinhas de macrofagos infectados,
que promove o recrutamento de outros macréfagos para o sitio de infecgéo (Taylor et
al., 2006). Lipomanana (LM), lipoarabinomanana (Lamm), dimicolato de trealose
(TDM) e fosfatidil inositol-manose sao antigenos conhecidos por induzir a producéo
de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias por células mononucleares ao se ligarem
a receptores de reconhecimento padrdo, como o TLR2 (Perez et al., 2000; Gilleron et
al., 2001; Jones et al., 2001; Dao et al., 2004).

De acordo com o estagio de infeccao do paciente, pode-se observar formas
morfologicamente distintas de granulomas: sélido (composto de agregados densos de
macrofagos infectados e nao infectados, e linfécitos, sem necrose central); neutrofilico
(com extensos infiltrados de granuldcitos, com ou sem supuracéo do nucleo central);
caseoso (extensa necrose com liquefacao de células mortas, que pode progredir para
formacao de cavidades, rodeada por uma bainha de macro6fagos e linfocitos) com ou
sem fibrose ou calcificacao (Russell, 2007; Russell et al., 2009).

A formacéo do granuloma marca a fase de contencéo da infeccédo, durante a
qual, usualmente, ndo ha sinais visiveis da doenca e nédo ha transmisséo da infeccdo
para outros hospedeiros (De Chastellier, 2009). Esse estagio clinicamente silencioso
€ caracterizado pelo nédulo sélido, um periodo de impasse, onde a carga bacilar
permanece constante e a infeccdo entra em estado de laténcia (Russell, 2007; Russell
et al.,, 2009). No entanto, durante a doenca ativa, esses granulomas tornam-se
caseosos, com a presenca de macrofagos necroticos que avancam para a formacgao
de cavidades nos pulmdes, com o derramamento de milhares de bacilos viaveis nas
vias respiratdrias, que ira resultar no desenvolvimento de uma tosse produtiva com
possivel disseminagéo da infecgdo para outros hospedeiros (Russell, 2007).

Apesar de acreditar que tal estrutura seja formada como uma resposta de defesa
do sistema imunoldgico para conter a infec¢éo, estudos em embrides de peixe-zebra
infectados com M. marinum, linhagem proxima do M. tuberculosis, tem mostrado que
a bactéria usa o granuloma em seu beneficio, por propiciar o recrutamento de novos

macrofagos, permitindo assim, sua disseminacao para outras células hospedeiras e,
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desta forma, criar novos nichos de crescimento bacteriano. Além disso, a partir de
granulomas primarios, pode ocorrer a saida de macrofagos infectados para
estabelecer granulomas secundarios, longe do local onde se iniciou a infec¢céo (Davis
e Ramakrishnan, 2009).

1.5 Aspectos imunologicos da infec¢édo por Mycobacterium tuberculosis

Os desafios na compreenséo da resposta imunolégica contra o M. tuberculosis
surgem a partir da observacdo de que, apesar de aparentemente adequada, a
resposta imunoldgica do hospedeiro ndo é capaz de erradicar o patégeno (Ernst,
2012).

Embora a imunidade inata apresente mecanismos capazes de eliminar o M.
tuberculosis em um primeiro contato (Figura 01), tais estratégias podem falhar e sinais
iniciados por ela podem resultar no desenvolvimento de uma resposta imune
adaptativa que restringira o crescimento do bacilo pela formacdo de granuloma,
encaminhando a infec¢do, na maioria das vezes, para um estado caracteristico de
laténcia. Entretanto, por algum fator que resulte no comprometimento imunoldgico, a
resposta imune adaptativa pode falhar em controlar a replicacéo do bacilo e a infec¢gao
pode assim progredir para uma forma ativa da doencga, com surgimento de sinais e
sintomas especificos da TB. Por outro lado, aqueles que conseguirem deter a infeccéo
pelo M. tuberculosis através de uma resposta adaptativa eficiente podem viver anos
sem manifestar sinais da doenca. Embora, por algum motivo, relacionado ao
comprometimento do sistema imunoldgico, a manutencdo da infeccdo latente pode
ser corrompida e um processo de reativacao podera evoluir para o desenvolvimento
da TB (Hossain e Norazmi, 2013).

Neste contexto, estudos podem ser desenvolvidos com base nestes estagios
distintos da infeccdo pelo M tuberculosis, com a expectativa de que as respostas
imunes formadas durante essas fases, fornecam uma compreenséo mais clara quanto
aos mecanismos imunologicos desenvolvidos contra a infecgéo pelo M. tuberculosis
(Ernst, 2012).
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Figura 1- Perfil da patogenia desencadeada pela infec¢cdo do Mycobacterium tuberculosis. Adaptado:
(Hossain e Norazmi, 2013).

1.5.1 Imunidade inata

Sendo a tuberculose uma infeccéo respiratéria de transmissdo aerogénica, é
necessario que particulas aerossolizadas contendo o M. tuberculosis, oriundas de
pacientes portadores da forma ativa da doenca, entrem em contato com o sistema
respiratorio do hospedeiro em potencial (Kaufmann, 2001). Apds adentrar no espaco
alveolar, moléculas antigénicas, chamadas de padrbes moleculares associados ao
patogeno (PAMPSs), sdo reconhecidas por células fagociticas do sistema imune inato,
como macrofagos alveolares e células dendriticas, através de receptores de
reconhecimento de padrdoes (PRRs) (Hossain e Norazmi, 2013). Outros receptores
envolvidos sdo: (1) os receptores de fragmentos do complemento (CR), proteinas de
membrana expressas na superficie de células fagociticas que interagem
especificamente com proteinas do complemento. Algumas s&8o essenciais no
processo de opsonizacdo de micobactérias, como por exemplo, o componente C3b
ou C3bi do complemento que se liga a superficie do M. tuberculosis tornando a

fagocitose mais eficiente pelos macrofagos, através dos receptores CR1, CR2, CR3 e
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CR4 (Schlesinger, 1993; Ferguson et al., 2004); (2) os receptores ligados ao NOD
(dominio de oligomerizacdo de nucleotideo), NLRs, sdo uma classe de proteinas
citoplasmaticas que contém uma série de repeticdes ricas em leucina na regido C-
terminal. Estudos tem mostrado que camundongos deficientes em NOD2, um membro
dos NLRs que interage com o dipeptideo muramil (MDP), componente peptidogligano
bacteriano, apresentaram baixa producdo de citocinas apos infeccdo pelo M.
tuberculosis (Divangahi et al., 2008); (3) os receptores de manose (MRs) sao lectinas
do tipo C (dependente de calcio) que se ligam a certos acucares, especificamente
manose, na superficie do patdgeno. Tanto os mondcitos como os macréfagos
expressam MRs que estdo associados a fagocitose do M. tuberculosis (Kleinnijenhuis
et al., 2011; Hossain e Norazmi, 2013); (4) molécula ndo integrina, captadora da
molécula de adeséo intercelular e especifica das células dendriticas (DC-SING) é um
receptor expresso principalmente nas células dendriticas que além de atuar como um
receptor de reconhecimento de patégenos, também esta associada a funcdo de
receptor de adesdo por favorecer a migracdo das células dendriticas e interacdes
entre linfocitos T e células dendriticas (Geijtenbeek et al., 2000); (5) receptores FcyR
sdo os mediadores na captacdo do M. tuberculosis opsonizados por IgG. Atuam
induzindo a geracdo de ROIs e promovendo a formac¢éo do fagolisossomo (Hossain e
Norazmi, 2013).

Embora todos esses receptores desempenhem um papel importante na infeccao
pelo M. tuberculosis, dentre os varios PRRs, um outro grupo, os receptores Toll-like
(TLRs) parecem desempenhar o papel mais importante na infec¢do. Eles interagem
com ligantes especificos do M. tuberculosis, facilitando sua captacéo e dando inicio a
uma cascata de sinalizagao intracelular que induz a producéo de citocinas e moléculas
co-estimuladoras pelas células hospedeiras, sendo essenciais para induzir uma
resposta imune adaptativa e conter o crescimento do patégeno. Desta forma, os TLRs
servem de elo entre a resposta imune inata e adaptativa no combate ao M.
tuberculosis (Aderem e Ulevitch, 2000). Os TLRs envolvidos no reconhecimento
bacteriano sao, principalmente, os TLR2, TLR4 e o TLR9 (Krutzik e Modlin, 2004;
North e Jung, 2004). O TLR2 apresenta o maior numero de agonistas micobacterianos
identificados, incluindo lipoproteinas, lipoarabinomananas (LAM) (Kleinnijenhuis et al.,
2011). J4 o TLR4 se liga a um constituinte da parede de bactérias gram negativas, o
lipopolissacarideo, um potente padrdo molecular pro-inflamatério, que induz a

expressao de NF-kB e regula a producao de citocinas e quimiocinas, incluindo IL-1,
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IL-6 e CXCL-8 (Chow et al., 1999; Abel et al., 2002). Com relacdo ao TLR-9, este
receptor interage com o DNA micobacteriano que ativa macrofagos e induz a sintese
de citocinas pro-inflamatorias (Hemmi et al., 2000). Além disso, Bafica et al. (2005)
mostraram que TLR9 em combinag¢do com TLR2 podem cooperar na defesa contra a
infeccdo pelo M. tuberculosis. A auséncia de um ou de outro, ou mesmo, a falta de
ambos os receptores desencadeia uma resposta deficiente contra o M. tuberculosis.

Em resumo, estudando a imunidade inata na infec¢ao pelo M. tuberculosis, pode-
se dizer que ndo existe uma via especifica para a entrada da micobactéria na célula
fagocitica. No entanto, a resposta celular na infec¢éo podera ser influenciada pelo tipo
de receptor utilizado para a internalizacao do M. tuberculosis, levando a sobrevivéncia
do bacilo ou desencadeando uma resposta de protecédo para o hospedeiro contra a
tuberculose (Hossain e Norazmi, 2013).

Neste contexto, os macrofagos alveolares residentes e as células dendriticas
fagocitam a bactéria, e as células infectadas passam a liberar citocinas proé-
inflamatorias que levam ao recrutamento de mais células dendriticas, neutrdfilos,
células natural killer (NK) e mondcitos do sangue (Teixeira et al., 2007). Além disso,
citocinas, como IL-12 e IL-18, liberadas pelas células infectadas, ativam as células
NK, que podem destruir o patdgeno diretamente ou matar mondcitos infectados, ou
podem, também, liberar IFN-y, que irdo induzir a atividade microbicida dos macréfagos
alveolares no sitio de infeccdo (North e Jung, 2004). Apesar dos macrofagos
alveolares formarem uma barreira bastante eficaz no estégio inicial da infeccao, o M.
tuberculosis desenvolveu mecanismos de evasdo que permitem sua sobrevivéncia
nestas células através do bloqueio da produc¢édo de intermediarios reativos de oxigénio
e nitrogénio e da reducao da acidificacdo do fagossomo, favorecendo seu crescimento
(Flynn e Chan, 2001; Cooper, 2009).

Em camundongos, as células dendriticas, que sdo células classicas na ativagcéo
e proliferagéo de linfocitos T CD4+, estdo entre as primeiras células do pulméo a
fagocitarem o M. tuberculosis e, somente depois de sua migracao para os linfonodos
do mediastino é que se detecta a expansao de células T CD4+ especificas ao M.
tuberculosis nos pulmdes (Wolf et al, 2008; Jasenosky et al, 2015).
Surpreendentemente, tem sido evidenciado grande comprometimento das células
dendriticas em sua funcéo de ativacdo e inducao da proliferacdo de células TCD4+
especificas, o0 que, em parte, se deve a reduzida apresentacdo de peptideos
associados ao MHC de classe Il por essas células apresentadoras de antigeno (APCs)
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(Wolf et al., 2007). Entretanto, um estudo recente demonstrou que células dendriticas
infectadas pelo M. tuberculosis passam a liberar antigenos solaveis do M. tuberculosis
que sao internalizados por outras células dendriticas que podem, em seguida,
apresentar eficientemente esses antigenos para células T CD4+ virgens, tendo assim,

inicio a resposta imune adaptativa (Srivastava e Ernst, 2014).

1.5.2 Imunidade adaptativa

Um dos principais destaques da resposta imune adaptativa ao M. tuberculosis é
seu inicio tardio. Em estudo baseado no teste tuberculinico, que demonstra a infeccao
pelo M. tuberculosis, foi observado que o desenvolvimento da imunidade adaptativa
ocorre, aproximadamente, 5 a 6 semanas ap0s a exposicao e infeccdo pelo bacilo
(Wallgren, 1948). Ainda assim, apesar da resposta imune adaptativa se desenvolver
e impedir o crescimento bacteriano, ela ndo elimina a bactéria e, assim, muitas
pessoas tornam-se assintomaticas, sendo consideradas portadoras da infeccéo
latente (Ernst, 2012). Mogues et al. (2001) demonstraram que 0 crescimento
progressivo de bactérias em camundongos imunocompetentes infectados com
linhagens virulentas do M. tuberculosis € controlado pelo acumulo de células T
efetoras CD4+ e CD8+ nos pulmdes. Estas células contém o tamanho da populacéo
bacteriana, até a morte desses camundongos entre 12-20 meses ap0s a infeccao.
Estes dados confirmam que, apesar da imunidade adaptativa em camundongos ser
suficiente para controlar o crescimento do M. tuberculosis, sua habilidade em erradicar
a bactéria € limitada. Aléem disso, apesar da populacdo de bactérias permanecer
estavel, uma subpopulacdo continua a se replicar durante o estagio de infeccéo
latente, sugerindo que nesta fase exista uma dindmica bacteriana em equilibrio com
o sistema imunoldgico (Ernst, 2012).

A imunidade protetora frente ao M. tuberculosis e outras micobactérias depende
da ativacdo de linfocitos Thl CD4+ e de citocinas produzidas pelas células Thl
(Kaufmann, 1993; Walzl et al.,, 2011). Em humanos, a notavel suscetibilidade de
pacientes com AIDS a tuberculose tem demonstrado o critico papel dos linfocitos T
CD4+ na imunidade protetora (Lawn et al., 2009). A ativacdo de linfocitos T CD4+
envolve o reconhecimento especifico do antigeno bacteriano apresentado na

superficie de macréfagos infectados associado a moléculas do complexo principal de
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histocompatibilidade (MHC) de classe Il, além da interacdo de moléculas co-
estimulatorias, tais como a interagcdo entre CD80/CD86-CD28 (Kaufmann, 2002;
Teixeira et al., 2007). Os linfécitos T CD4 ativados secretores de interferon gama (IFN-
), sdo chamados de linfécitos T auxiliadores tipo 1 (Th1l). Nos macréfagos, o IFN-y
induz a producéo de RNIs e ROIs, aumentando sua atividade microbicida. Além disso,
macrofagos ativados produzem moléculas imunomodulatérias que promovem a
regulacdo de receptores de TNF-o e de NRAMP-1 (Cooper et al., 2002). Os
macréfagos ativados, principais células produtoras de TNF-a, também secretam
interleucina (IL) 12 (IL-12) e IL-18, citocinas envolvidas na resisténcia a infeccéo pelas
micobactérias (Murray, 1999). A IL-12 induz ativacdo, diferenciacdo e producdo de
IFN-y, bem como a expansao de células Thl antigeno-especificas (Murray, 1999). A
producado de IFN-y também pode ser induzida pelas citocinas IL-23, IL-18 e IL-27, um
processo que pode ser acelerado quando IL-18 e IL-27 atuam em sinergismo com a
IL-12 (Teixeira et al., 2007).

O TNF-a estd envolvido em multiplos papéis na imunopatogénese da
tuberculose, uma das mais relevantes funcdes é a regulacéo da resposta inflamatoria
estimulando a producéo de IL-1 e IL-6 (Kaufmann, 2001). O TNF-a é secretado por
macrofagos, neutrofilos, células endoteliais, células dendriticas e linfocitos T. A
secrecdo de TNF-a estimula a expressao de moléculas de ades&o, quimiocinas e
receptores de quimiocinas (Raja, 2004). Camundongos deficientes em TNF-a
produzem niveis reduzidos de quimiocinas resultando na mé formacéo de granulomas
(Roach et al., 2002). A IL-6, produzida por macrofagos, células dendriticas e linfocitos
T é uma citocina com atividade pro-inflamatoria, importante no recrutamento de
células para o sitio de infec¢do (Law et al., 1996). Outras citocinas como IL-4, IL-5, IL-
10 e IL-13 séo produzidas por células Th2, que promovem a imunidade humoral
(Dlugovitzky et al., 2000; Raja, 2004), e ainda atuam na regulacdo da resposta contra
o M. tuberculosis. A IL-10, especialmente, é considerada uma importante citocina
reguladora da resposta imunolégica. Células T regulatorias CD4+CD25+ (Treg)
participam na regulacdo da resposta imunoldgica secretando IL-10 e fator de
transformacao do crescimento-beta (TGF-B) (Mchugh e Shevach, 2002). Estas células
podem atuar na resposta imune contra doencgas infecciosas facilitando a permanéncia
do patégeno (Chen et al., 2007) ou modulando a resposta imunoldgica na infeccao,

por regular a funcao de células T efetoras CD4+ e CD8+, assegurando que a resposta
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imune mediada por células Thl n&o sejam excessivas, minimizando lesbes
pulmonares na TB (Green et al., 2010). Mason et al. (2007) mostraram que
camundongos infectados com M. tuberculosis H37Rv produziram IL-10 e TGF-p
através de células T CD4+CD25+, e a neutralizacdo destas citocinas resultou no
aumento da produgdo de IFN-y. Assim, na TB a IL-10 pode inibir a ativagao de
macrofagos, diminuindo a producédo de IL-12, e consequentemente diminuindo 0s
niveis de IFN-y (Raja, 2004). Estudo tem mostrado que a IL-10 também pode atuar
inibindo a apoptose de macrofagos infectados, Rodrigues et al, 2009 observaram que
a inibicdo da apoptose tinha uma correlagdo com o aumento da producao de IL-10 e
diminuicdo na producdo de TNF-a. Além disso, a produgéo de IL12 foi reduzida nos
pontos em que foram observados niveis mais baixos de apoptose de macréfagos.

Além das citocinas, também tem sido observado uma importante contribuicdo
das quimiocinas no controle da infeccédo pelo M. tuberculosis (Sadek et al., 1998;
Serbina et al., 2008). A producéao de CXCL-8, por exemplo, durante a infec¢éo pelo
M. tuberculosis, modula a migracdo de neutrdfilos e linfocitos para o granuloma
(Algood et al., 2003). Outras quimiocinas, tais como, CXCL-9 e CXCL-10 também
atuam na resposta imune contra a TB. Camundongos deficientes em CXCR-3, um
receptor para CXCL-9 e CXCL-10, apresentaram atraso e alterac6es na formacéo do
granuoma apoés a infeccado pelo M. tuberculosis (Seiler et al., 2003). Ndo menos
importantes, as quimiocinas, CCL-2 e CCL-5, produzidas por macréfagos, também
estdo envolvidas na migracao celular durante a infeccéo pelo M. tuberculosis (Algood
et al., 2003). Assim, pode-se concluir que as quimiocinas estéo relacionadas com a
ativacdo de respostas microbicidas, promovendo a migracdo de diferentes células
para os tecidos infectados pelo M. tuberculosis, e levando a formagéo do granuloma
(Serbina et al., 2008). Quimiocinas proporcionam a migracdo de mondocitos, células
dendriticas, macrofagos ativados, células polimorfonucleares e linfocitos T para os
espacos broncoalveolares durante a TB (Gonzalez-Juarrero et al., 2003). A interacéo
de linfécitos TCD4+ e macrofagos tém um papel central na imunidade protetora contra
o M. tuberculosis. No entanto, outros subgrupos de células T, tais como células T
CD8+, células Th17, células T y0 e célula T CD1 restritas, também auxiliam na
resposta imune contra as micobactérias (Boom et al., 2003).

Células T CD8+ podem reconhecer fragmentos peptidicos apresentados na

superficie de células infectadas expressando MHC de classe I, 0s quais sdo expressos
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em praticamente todas as células do organismo (Kaufmann, 2005). No caso das
micobactérias, tem sido observado que elas induzem apoptose de células infectadas,
que liberam vesiculas apoptoticas contendo antigenos micobacterianos. Estas
vesiculas sdo internalizadas por células dendriticas que processam o material
antigénico para subsequente apresentacdo, via MHC de classe |, aos linfécitos T
CD8+, processo conhecido como apresentacao cruzada (Winau et al., 2006). Neste
processo, antigenos fagocitados podem ter acesso ao citoplasma, sofrer degradacao
pelas proteases, conhecidas como proteassomas, retornar ao fagossomo atravées das
proteinas transportadoras de antigenos (TAPs), onde se ligardo as moléculas de MHC
de classe | e, subsequentemente, serdo apresentadas aos linfécitos T CD8+
(Guermonprez et al., 2003). Linfécitos T CD8+ ativados neste processo (também
denominado de “cross-priming”) secretam IFN-y, embora em menor quantidade em
relacdo as células T CD4+. Além disso, células T CD8+ expressam granzimas,
perforinas, o que as tornam capazes de induzir a lise macrofagos infectados (Boom et
al., 2003).

E aceito que a apoptose de macrofagos infectados constitui uma alternativa que
pode contribuir para a defesa do hospedeiro. Este mecanismo impede a fuga do
patdgeno no interior da célula e prejudica sua propagacao pelo sequestro e retencao
das micobactérias dentro das vesiculas apoptéticas que serdo capturadas por outros
fagécitos (Keane et al., 1997; Keane et al.,, 2000). Porém, alguns estudos tém
mostrado que linhagens virulentas de micobactérias, como o M. bovis, podem induzir
menos apoptose que as linhagens de M. bovis atenuado, indicando que as
micobactérias virulentas sao capazes de modular a apoptose de macréfagos
infectados, e assim beneficiar seu crescimento intracelular e disseminacéo as células
adjacentes (Rodrigues et al., 2009).0Outro subgrupo de células T induzidos na infeccéo
pelo M. tuberculosis € representado pelas células Th17 produtoras de IL-17. A IL-17
€ uma potente citocina inflamatodria capaz de induzir a expressdo de quimiocinas e
recrutar células para o tecido parenquimal (Khader e Cooper, 2008). A diferenciacao
de células Th17 é dependente das citocinas IL-23, IL-1B, IL-6 e TNF-a. . Durante a TB
priméria tanto o IFN-y como a IL-17 s&o induzidas. Ambos apresentam alto potencial
inflamatorio e sdo capazes de induzir a expressao de quimiocinas que promovem 0
recrutamento de células e a organizagdo do granuloma. No entanto, na fase cronica,

€ necessario que ocorra um equilibrio entre as respostas Thl e Th17 para o controle
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do crescimento bacteriano e limite da imunopatologia, uma vez que, a produgao
excessiva de IL-17 pode sustentar extensivo recrutamento de neutréfilos e causar

danos ao tecido (Torrado e Cooper, 2010).

1.5.3 Da infeccéo latente a reativacdo da TB

Existem fortes evidéncias de que as micobactérias contribuem ativamente para
o estado de equilibrio na TB latente (Ernst, 2012). Estudo utilizando a tecnologia de
DNA microarray para observar a mudanca de perfil de expresséo de genes do M.
tuberculosis durante a infeccdo em camundongos imunocompetentes em comparacao
com a infeccdo em camundongos SCID, demonstrou que um subgrupo de genes foi
ativado nos camundongos imunocompetentes, mas néo foi identificado nos pulmdes
dos camundongos SCID (Talaat, Lyons et al, 2004). Isto evidencia que o M.
tuberculosis reprograma a transcricdo de seus genes em resposta a pressao do
sistema imune do hospedeiro (Talaat et al., 2004). Essa mudanca na expresséo de
genes ja esta clara pelo sistema de transducédo de sinal, controlados pelo sistema
DosR-DosS, que séo induzidos por varios estimulos que prevalecem durante a TB
latente, incluindo a hipoxia, baixa concentracdo de éxido nitrico, baixo pH e privacdo
nutricional (Roupie et al., 2007; Minch et al., 2012).

A expressdo desta rede de genes, bem como, a expressdo de outros genes
envolvidos, indica que o M. tuberculosis tem desenvolvido mecanismos especificos
para adotar o estado de laténcia, mostrando, assim, que este comportamento nao é
resultado meramente do efeito supressivo da resposta imune sobre a replicacao
bacteriana (Ernst, 2012).

Da mesma forma, € possivel que o M. tuberculosis adote mecanismos
especificos para progredir do estado de laténcia para a reativagdo. Ha fortes
evidéncias de que a manutencdo do ambiente imunoldgico dentro do granuloma é
essencial para prevenir a reativagdo do M. tuberculosis dormente (Salgame, 2005).
No entanto, a hatureza exata das respostas imunoldgicas que irdo resultar em um viés
para a reativacéo da infecgao latente ainda permanece indefinida. Em humanos, dois
mecanismos foram identificados como possiveis para explicar a reativacao da TB. O
primeiro mecanismo envolve defeitos quantitativos e qualitativos das células T CD4+,

como ocorre com individuos infectados pelo virus HIV (Lawn e Churchyard, 2009). E
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0 segundo mecanismo esta associado a neutralizacdo terapéutica do TNF-o.
Pacientes que fazem uso da terapia anti-TNF-a. apresentam alto risco de desenvolver
a TB ativa (Gardam et al., 2003; Ernst, 2012). Como resultado de uma
imunossupressao, o M. tuberculosis codifica 5 proteinas que se assemelham ao fator
promotor de ressuscitacdo ou Rpf do Micrococcus luteus, que € uma proteina
secretada, que mostra habilidade de ressuscitar o M. luteus de seu estado de
dorméncia (Tufariello et al., 2004). A delecdo de um ou mais genes Rpf do M.
tuberculosis pode gerar bactérias que apresentam acao de reativacdo prejudicada,
indicando que esses genes podem patrticipar da progressao da fase de laténcia para
a reativacao da infeccao (Tufariello et al., 2006).

Assim, diferentemente dos virus que apresentam um padrdo programado de
genes, o M. tuberculosis pode regular a sua expressao génica de acordo com 0s sinais
de meio ambiente em que se encontra. Esta capacidade de regular a expressao
génica, além de permitir a sobrevivéncia e o crescimento bacteriano sob diversas
condicBes, contribui para alterar o perfil de expressao de antigenos nas distintas fases
de infeccdo, permitindo que as bactérias escapem do reconhecimento pelas células T
especificas para determinado antigeno (Ernst, 2012).

1.5.4 Imunidade humoral frente ao Mycobacterium tuberculosis

Para uma protecao eficaz contra a infec¢éo pelo M. tuberculosis € essencial uma
potente resposta mediada por células. Entretanto, elementos da imunidade inata e
humoral podem desenvolver importantes papeis em auxiliar e potencializar a
imunidade celular (De Valliere et al., 2005; Hossain e Norazmi, 2013; Chan et al.,
2014; Achkar et al., 2015). Os anticorpos, por exemplo, podem aumentar a resposta
imune por meio de alguns mecanismos, incluindo opsonizacdo (Armstrong e Hart,
1975); ativacdo do sistema complemento (Manivannan et al., 2012); aumento da
concentracdo citosolica de Ca2+ e liberacdo de oxidantes que promovem a morte
intracelular do bacilo (Malik et al., 2000); potencializacdo da imunidade mediada por
células (De Valliere et al., 2005); e remocdo de antigenos imunomodulatorios
micobacterianos (Glatman-Freedman et al., 2000). Embora o M. tuberculosis resida
dentro dos macréfagos nos pulmdes, a necrose, que representa uma manifestacao

clinica classica da TB, € um estagio da doenca em que o bacilo pode ser encontrado
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no meio extracelular e pode estar potencialmente em contato com 0s anticorpos
(Teitelbaum et al., 1998).

Outra importancia na acdo dos anticorpos esta relacionada com a localizacéo de
imunoglobulinas na superficie da mucosa respiratdria como primeira linha de defesa
contra a infecgd@o por micobactérias. A imunoglobulina A (IgA) em sua forma secretada
(slgA) nas mucosas respiratorias apresenta funcdes importantes em bloquear a
entrada de organismos patogénicos e prevenir possiveis infec¢cdes (Lamm, 1997). Em
estudo realizado por Alvarez et al. (2013) verificou-se que a pré-incubagéo do M.
tuberculosis com slgA resultou em uma diminuicdo na carga bacteriana com melhor
formacdo de granulomas nos pulmdes de camundongos desafiados com o M.
tuberculosis vivo. Além disso, Tjarnlund et al. (2006) mostraram que o M. tuberculosis
apresentou sua entrada blogueada pela sIgA nos pulmfes em estudos utilizando
camundongos.

Estudos sobre a resposta imune na TB tém atribuido pouca importancia a
imunidade humoral, em decorréncia das contradicfes de sua eficiéncia no combate a
infeccdo, como foi demonstrado em alguns trabalhos utilizando modelos murinos
deficientes em linfécitos B (Vordermeier et al., 1996; Johnson et al., 1997). Porém,
esta controvérsia do papel dos linfocitos B e seus produtos na resposta imune frente
a TB tem sido questionada por pesquisas que mostraram progressao da infeccdo em
camundongos deficientes em células B (Bosio et al., 2000; De Valliere et al., 2005).
Outros estudos também confirmam a importancia das células B e dos anticorpos no
combate a TB. Tjarnlund et al. (2006) demonstraram que camundongos deficientes
em receptores de imunoglobulina (Ig) polimérica apresentaram maior susceptibilidade
a infeccao pelo M. tuberculosis.

Roy et al. (2005) mostraram que o tratamento com imunoglobulina intravenosa
(IVIG) em camundongos infectados com M. tuberculosis, reduziu a carga bacteriana
no bago e nos pulmdes dos animais. Além disso, estudos mais recentes tem
apresentado notoria fungédo dos linfécitos B na regulacdo da resposta imunolégica
contra o M. tuberculosis. Kozakiewicz et al. (2013) demostraram que linfocitos B
podem regular a neutrofilia durante a infeccao pela modulagéo da resposta de IL-17.
Enquanto Phuah et al. (2016), por sua vez, mostraram que a deplecédo de linfécitos B,
através do tratamento com Rituximab e anticorpos anti-CD20 em macacos infectados
com M. tuberculosis, ndo apresentou nenhum efeito clinico durante a infeccéo ativa.

Entretanto, analises individuais dos granulomas revelaram que a deplecdo de
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linfécitos B alterou a resposta local de linfécitos T e citocinas, com aumento da carga
bacteriana e baixos niveis de inflamacéo. Estes dados indicam que os linfocitos B
podem modular a resposta granulomatosa local em macacos infectados pelo M.
tuberculosis na infeccéo ativa (Phuah et al., 2016)

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

De acordo com os resultados obtidos nas pesquisas com mADbs, alguns estudos
demonstraram que anticorpos podem atuar modificando a expressédo de citocinas e,
desta forma, influenciar as respostas mediadas por células. Em seus experimentos,
Maglione et al. (2008) mostraram que camundongos C57BL/6 deficientes em
receptores com funcdo inibitéria FcyRIIB apresentaram aumento do controle da
infeccdo com elevada resposta Thl nos pulmdes, evidenciado por aumento na
producdo de IFN-y por células T CD4+, e elevada expressdo de MHC de classe Il e
moléculas coestimulatérias B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86). De forma oposta,
camundongos C57BL/6 apresentando remocao da cadeia y do receptor Fcy,
mostraram grande susceptibilidade a infec¢do pelo M. tuberculosis, com exacerbada
imunopatologia, associado ao aumento da producéo da citocina IL-10 (Maglione et al.,
2008; Maglione e Chan, 2009). Aléem disso, Maglione et al. (2007) observaram que
camundongos deficientes em células B, infectados com 100 CFU do M. tuberculosis,
apresentaram forte imunopatologia, com elevada producdo de IL-10 nos pulmdes.
Aumentando o indculo para 300 bacilos viaveis, ocorreu aumento da susceptibilidade
associado a elevada mortalidade. Notavelmente, esse quadro de progressao da
infecgéo foi revertido com a transferéncia adotiva de células B. Baseados nestes
estudos, Maglione e Chan (2009) sugeriram que a ligacdo de imunoglobulinas
produzidas por células B em receptores Fcy de células apresentadoras de antigenos

poderia modular a resposta imunoldgica frente ao M. tuberculosis.
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Muitas questdes sobre o papel das células B e dos anticorpos permanecem
ainda sem respostas na imunidade frente a TB. Desta forma, mais estudos devem ser
realizados para revelar como estas células atuam de forma a otimizar a resposta
imunoldgica contra o M. tuberculosis, e possivelmente, tais pesquisas poderao auxiliar

no desenvolvimento de novas vacinas e métodos de diagndstico na TB.

1.6 Diagnéstico da tuberculose

O diagnoéstico precoce e o tratamento eficaz sdo bases para a interrup¢cdo da
cadeia de transmissdo da TB e controle da doenga em qualquer grupo social
(Dalcolmo et al., 2007). Pacientes TB com baciloscopia negativa podem representar
um grande problema para os programas de controle da doenca, sendo necessario o
desenvolvimento de métodos mais eficientes que consigam auxiliar o exame
microscopico.

Os primeiros exames a serem solicitados no diagndstico da tuberculose
pulmonar sdo a radiografia de térax e a pesquisa de BAAR (bacilo alcool &cido
resistente) no escarro. Entretanto, apesar do exame BAAR ter elevado valor preditivo
positivo (>95%), o teste apresenta baixa sensibilidade (40-60%) (Conde et al., 2009).
No exame de raio X, por sua vez, apesar de grande importancia no diagndstico da TB
primaria, as alteracbes pulmonares ndo sdo demonstradas em até 15% dos casos
(Burrill et al., 2007). Com o intuito de um diagndstico mais eficaz, utiliza-se a cultura
gue permite a identificacéo do M. tuberculosis e a realizacao do teste de sensibilidade,
além de aumentar o rendimento do diagnéstico em 20-40%. Os meios solidos mais
utilizados sédo Lowenstein-Jensen e o Ogawa-Kudoh. No entanto, a cultura em meio
sélido requer cerca de 2 a 8 semanas para mostrar o resultado (Kudoh e Kudoh, 1974;
Conde et al., 2009). Por esse motivo, alguns laboratérios de referéncia utilizam
sistemas automatizados a partir de culturas liquidas (BACTEC MGIT 960 System;
Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), onde o tempo para obtencédo do resultado é
reduzido para 10 a 40 dias (Conde et al., 2009). A cultura é indicada nas seguintes
situacgdes: suspeita clinica e/ou radiol6gica com baciloscopia repetidamente negativa,
suspeito de TB com amostras paucibacilares (poucos bacilos); casos de retratamento;
pacientes HIV positivo; populagcdes vulneraveis (detentos, profissionais da area de

saude, moradores de rua e populacdes institucionalizadas em albergues, hospitais
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psiquiatricos e asilos), suspeita de resisténcia medicamentosa e suspeita de TB
extrapulmonar (Conde et al., 2009).

Uma nova perspectiva para o diagnéstico de pacientes TB com baciloscopia
negativa e/ou resisténcia a rifampicina é o método de amplificacdo do acido nucleico
Xpert®MTB/RIf. Tal metodologia pode detectar rapidamente, no maximo em duas
horas, a presenca do M. tuberculosis, e identificar mutagcdes mais frequentemente
associadas a resisténcia a rifampicina (Helb et al., 2010; Trebucq et al., 2011). Um
trabalho de meta-analise apresentou sensibilidade de 98% quando avaliados
pacientes com TB pulmonar com cultura de escarro positivo e sensibilidade de 67%
nos casos de pacientes com cultura de escarro negativa, sendo ambos com uma
especificidade de 99% (Steingart et al., 2013). No entanto, apesar de apresentar bom
desempenho no diagndstico da TB, o teste Xpert®MTB/RIf tem um custo operacional
relativamente alto e requer ambientes com fornecimento de energia estavel e
temperatura ambiente adequada, o que dificulta e limita sua aplicagdo em paises com
baixa renda (Trebucq et al., 2011). Além disso, o teste ndo consegue diagnosticar a
infeccao latente (Walzl et al., 2011).

Existem duas abordagens imunolégicas para o rastreamento de individuos com
infeccéo latente pelo M. tuberculosis. O teste “in vivo” denominado prova tuberculinica
ou o teste “ex vivo” denominado de ensaio de liberacdo de IFN-y (IGRASs) (Chaves et
al., 2015). No Brasil, a prova tuberculinica tem sido o teste de escolha para o
diagnéstico imunoldgico da infeccdo latente em adultos e criancas (Saude, 2011). A
prova tuberculinica utiliza o PPD, derivado proteico composto por mais de duzentas
proteinas do M. tuberculosis, aplicado por via intradérmica (0,1 ml = 2 Ul) no
antebraco. Embora seja 0 método de escolha, o teste apresenta algumas limitacdes,
pois gera reatividade cruzada em individuos vacinados com o BCG e/ou expostos a
micobactérias do ambiente, produzindo resultados falsos positivos (Pilheu, 1998;
Wang et al., 2002; Lalvani e Pareek, 2010). Além disso, a sensibilidade da prova
tuberculinica € extremamente dependente da condicdo imunolégica do individuo
testado, sendo prejudicado naqueles que se encontram imunocomprometidos (Lalvani
e Pareek, 2010). Ja os métodos imunoldgicos baseado na quantificagao “in vitro” da
resposta imune celular, tém utilizado antigenos do M. tuberculosis, como o0 ESAT-6 e
CFP-10, que tém se mostrado como bons marcadores da infec¢ao por M. tuberculosis
(Arend et al., 2000; Teixeira et al., 2007; Mattos et al., 2010). O reconhecimento destas

proteinas por células do sistema imunolégico durante a TB, bem como a auséncia
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dessas proteinas no genoma do BCG e de muitas micobactérias do ambiente (Goletti
et al., 2006), tém reforcado o potencial desses antigenos para o desenvolvimento de
novos métodos de diagnostico (Abramo et al., 2006). Alguns métodos baseados na
deteccdo de IFN-y em resposta aos antigenos ESAT-6 e CFP-10 ja estdo disponiveis
comercialmente: T-SPOT.TB (TS-TB), QuantiFERON-TB Gold (QFT-G) e
QuantiFERON-TB Gold “in tube” QFT-GIT (Cascante et al., 2007; Bocchino et al.,
2008). H& evidéncias de que a sensibilidade dos IGRAs é maior que a sensibilidade
do teste tuberculinico; no entanto, para ambos os testes, a impossibilidade de uma
clara diferenciacéo entre a doenca ativa da infeccéo latente € ainda um forte entrave
para a implementacao destes testes (Redelman-Sidi e Sepkowitz, 2013).

Outro método imunolégico comumente estudado para o diagnéstico da TB é
baseado na deteccdo de anticorpos seéricos contra antigenos do Mycobacterium
(Palma-Nicolas e Bocanegra-Garcia, 2007). Métodos soroldgicos sao vantajosos por
serem de facil aplicacdo, por apresentarem baixo custo e por serem pouco invasivos
(Palma-Nicolas e Bocanegra-Garcia, 2007; Teixeira et al., 2007; Nogueira et al.,
2010). Entretanto, ainda ndo existem exames soroldgicos padronizados ou validados
para o diagnostico da TB (Conde et al., 2009). Além disso, em 2011, a OMS elaborou
um documento onde orienta a ndo utilizacdo dos testes soroldgicos no diagndstico da
TB (Who, 2011).

Neste contexto, mais pesquisas direcionadas para a identificacdo de
biomarcadores correlacionados com o diagndstico e com 0 monitoramento de um
tratamento de sucesso seria um grande avanco na TB. Tais marcadores, incluindo
subtipos de anticorpos, citocinas e quimiocinas, poderiam auxiliar na identificacao do
estagio de infeccdo do M. tuberculosis possibilitando indicar se o paciente apresenta
a doenca ativa, infeccao latente ou mesmo dar a nogao de que o tratamento realizado
esta sendo eficaz (Mattos et al., 2010; Walzl et al., 2011; Clifford et al., 2015).

1.7 Tratamento

O tratamento dos individuos com tuberculose deve ser realizado segundo uma
série de critérios pré-estabelecidos, que abordem idade e peso do paciente, presenca
concomitante de HIV/SIDA e carga bacilar (Hart et al., 1996). Tais critérios somados

a associacdo medicamentosa adequada, as doses empregadas e ao tempo de
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tratamento, s&o os principios basicos para a quimioterapia, evitando a persisténcia
bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos e assegurando, assim, a
cura do paciente (Saude, 2011).

E considerado com TB multirresistente o individuo infectado com uma linhagem
isolada do M. tuberculosis que € resistente a pelo menos uma das drogas
pertencentes a primeira linha de tratamento da tuberculose (Dalcolmo et al., 2007).
Dentro do grupo de pacientes TB multirresistentes existem aqueles que apresentam
resisténcia primaria, quando o paciente nunca recebeu nenhum tratamento anterior e
ja apresenta resisténcia as drogas usadas na quimioterapia. Usualmente, esse
paciente foi infectado por um microrganismo ja resistente as drogas. Por outro lado, a
resisténcia secundaria ou adquirida € ocasionada pelo uso inadequado dos farmacos,
administracdo irregular e, principalmente, pelo abandono do tratamento (Mitchinson,
1998; Iseman, 1999; Dalcolmo et al., 2007).

Em 2009, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) do Ministério
da Saude prop6s um novo esquema para tratar a doencga, justificando este fato através
da constatacdo do aumento da resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4% para 6,0%),
e a rifampicina (de 1,1% para 1,4%), observado no Il Inquérito Nacional de Resisténcia
aos Farmacos anti-TB, realizado no periodo de 2007-2008, em compara¢ao com o |
Inquérito Nacional, conduzido em 1995 a 1997. Basicamente, as mudancas ocorridas
envolveram: alteracdo das dosagens de pirazinamida e hidrazida; introducédo de uma
quarta droga, o etambutol; e a formulagdo das quatro drogas num Unico comprimido
com a dose fixa combinada (Vranjac, 2010; Saude, 2011). Essa alteracdo no esquema
de tratamento contra a TB ainda agrega beneficios como a reducdo do numero de
comprimidos a serem ingeridos pelo doente, impossibilidade de tomada isolada das
drogas e simplificacdo da gestao farmacéutica em todos os niveis (Vranjac, 2010).

A partir de 2009, a apresentacao farmacoldgica do esquema de tratamento anti-
TB passou a ser conduzida em comprimidos de doses fixas combinadas dos quatro
medicamentos de primeira linha: rifampicina (R), isoniazida (H), pirazinamida (2) e
etambutol (E). Sendo os dois primeiros meses de tratamento de fase intensiva com a
administragédo de comprimidos de doses fixas combinadas, e na fase de manutengéo
(4 meses seguintes), apenas capsulas de rifampicina e isoniazida (Vranjac, 2010;
Saude, 2011). Essa recomendacdo e a apresentacdo farmacologica sdo as
preconizadas pela Organiza¢cdo Mundial de Saude e utilizadas na maioria dos paises,

para adultos e adolescentes (Who, 2015).
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O tratamento dos doentes baciliferos é atividade prioritaria de controle da TB,
uma vez que permite interromper a cadeia de transmisséo. A transmissibilidade esta
presente desde os primeiros sintomas respiratérios, caindo rapidamente apos o inicio
do tratamento efetivo. Durante muitos anos considerou-se que, apds quinze dias de
tratamento, o paciente ja ndo transmitia a doenca. No entanto, com base em
evidéncias de transmissdo da TB resistente as drogas, recomenda-se que este fato
seja confirmado através da negatividade da baciloscopia (Saude, 2011).

Outro importante componente no controle da TB, tanto em paises de baixa como
de alta prevaléncia, é o tratamento de individuos com infeccdo latente. Estudos
mostram que o tratamento preventivo pode diminuir em até 90% o risco da infeccéo
latente evoluir para a doenca ativa (Parekh e Schluger, 2013). Para o tratamento da
infeccédo latente, o uso da isoniazida diariamente durante seis a nove meses tem sido
0 regime mais amplamente utilizado, embora outros regimes, tais como o uso diario
de isoniazida e rifampicina durante 3 meses, ou uso de rifampicina diariamente
durante 4 meses, também tem sido recomendados (Parekh e Schluger, 2013;
Getahun et al., 2015). O critério de adoc¢do do regime de tratamento do individuo
diagnosticado com infeccdo latente em grande escala pode ter implicagbes
significativas nos esforgos para eliminacdo da TB (Parekh e Schluger, 2013).

Todos os casos com baciloscopia negativa e suspeita clinica e/ou radiolégica de
TB devem ter cultura solicitada e serem encaminhados para pesquisa diagnéstica em
um centro de referéncia. O tratamento para caso suspeito de TB sem comprovacgao
bacteriol6gica pode ser iniciado por diagndstico de probabilidade, apos tentativa de
tratamento com antimicrobianos de largo espectro, sem melhoras dos sintomas e ap6s
criteriosa avaliagdo clinica. Uma vez iniciado o tratamento, ele ndo deve ser
interrompido, salvo apGs uma rigorosa revisdo clinica e laboratorial que determine

mudancas de diagnostico (Saude, 2011).

1.8 Antigenos de Mycobacterium tuberculosis

Por serem reconhecidos por células do sistema imunoldgico durante a infec¢ao
e por estarem ausentes em muitas micobactérias ndo patogénicas e nas linhagens de
Mycobacterium bovis BCG, as proteinas ESAT-6 e CFP-10 do M. tuberculosis séo

muito utilizadas nas pesquisas de novas vacinas e novos métodos de diagndstico (Van
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Pinxteren et al., 2000; Cardoso et al., 2002). Os genes que codificam estas proteinas
estdo situados na regiao de diferenca 1 (RD1), regido cromossOmica presente na
maioria das espécies virulentas de micobactérias (M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. kansasii, M. marinum, M. zulgai e M. flavescens), e ausentes em todas
as cepas de M. bovis BCG e em muitas micobactérias ndo patogénicas do ambiente
(Harboe et al., 1996; Abramo et al., 2006; Ganguly et al., 2008).

A regido RD1 abrange nove genes do cromossomo do M. tuberculosis que
compreende o0 Rv3871 até o Rv3879c (Cole et al., 1998). Dois desses genes, Rv3874
(esxB) e Rv3875 (esxA), codificam as proteinas de baixo peso molecular, “culture
filtrate protein-10 kDa” (CFP-10) e “early secreted antigenic target-6” (ESAT-6),
respectivamente (Berthet et al., 1998; Ganguly et al., 2008). ESAT-6 e CFP-10 sdo
secretados por um sistema especializado pertencentes a regido RD-1 (ESX-1),
também conhecido por sistema de secrecédo tipo VII, responsavel por secretar o
ESAT-6 juntamente com CFP-10 (Pym et al., 2002), configurando um complexo
heterodimérico, em propor¢éo de 1:1 (Renshaw et al., 2005), com grande estabilidade
bioguimica (Meher et al., 2006). Tais proteinas parecem ser essenciais para o
processo de viruléncia destes patdgenos, uma vez que, a reintroducdo desta regido
RD-1 no genoma do M. bovis BCG aumenta sua imunogenicidade e o torna virulento
(Pym et al., 2002; Guo et al., 2012).

ESAT-6 e CFP-10 séo proteinas imunodominantes secretadas nos estagios
iniciais de infeccdo e tém-se mostrado como bons marcadores da infec¢cao pelo M.
tuberculosis na fase ativa da doenca (Pollock e Andersen, 1997; Arend et al., 2000;
Abramo et al., 2006). Respostas a essas proteinas, mediadas por linfécitos T de
pacientes com TB e de camundongos infectados, sdo caracterizadas por forte
secrecéo de IFN-y (Harboe et al., 1998; Mustafa et al., 2000; Spencer et al., 2004). De
um modo geral, varios estudos tém indicado ESAT-6 e CFP-10 como indutores
potenciais de resposta Th1l (Meher et al., 2007). Testes baseados na detec¢ao de IFN-
y por células T em resposta aos antigenos ESAT-6 e CFP-10 tém apresentado elevada
sensibilidade (73-86%) e especificidade (93-100%) no diagnostico de pacientes com
tuberculose (Van Pinxteren et al., 2000; Kanunfre et al., 2008; Soysal et al., 2008).

Outro grupo de proteinas do M. tuberculosis promissor no desenvolvimento de
novos testes de diagndostico inclui as proteinas expressas pela ativacdo de genes

DosR (Dormancy Survival Regulator). Trabalhos recentes tém avaliado a producéo de
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IFN-y por células T de pacientes infectados pelo M. tuberculosis em resposta aos
antigenos DosR com o objetivo de discriminar individuos com infeccdo latente de
pacientes com a doenca (Schuck et al., 2009; Goletti et al., 2010; Chegou, Black, et
al., 2012). Proteinas codificadas pelos genes DosR séo induzidas, em cultura, através
de varios estimulos. Tais modelos tentam imitar, em parte, as condicbes encontradas
pelos bacilos dormentes nos granulomas pulmonares (Roupie et al., 2007; Minch et
al., 2012).

Culturas do M. tuberculosis sob baixa tensdo de oxigénio, associado ao stress
redox e presenca de NO, sdo fatores que frequentemente associam-se com 0
estabelecimento e manutencdo da tuberculose latente (Wayne e Sohaskey, 2001).
Dentro deste contexto, a ativacdo do fator de transcricdo Rv3133c, denominado
regulador de sobrevivéncia na dorméncia (dormancy survival regulator — DosR) resulta
na expressao de aproximadamente 50 genes sob seu controle direto, pertencentes ao
denominado régulon DosR, sendo responsaveis por alteracdes metabdlicas que irdo
preparar a micobactéria para o periodo denominado de dorméncia (Kumar et al., 2008;
Taneja et al., 2010; Chaves et al., 2015). Contudo, a participacédo do régulon DosR é
restrita apenas a preparacao para o estado de dorméncia (Park et al., 2003), sendo
gue logo apds seu estabelecimento de fato, outro conjunto de genes, denominado
EHR (enduring hypoxic response), realiza a manutencdo das funcdes vitais do
patébgeno até que as condi¢cdes necessarias para sua reativacao sejam aparentes
(Rustad et al., 2008; Chaves et al., 2015).

Sob condi¢Bes anaerbbicas presentes no granuloma, o M. tuberculosis induz
uma macica expressao da proteina 16kDa ou HspX (Rv2031c), que € uma proteina
de choque térmico codificada pela regido DosR do genoma micobacteriano. Essa
proteina € mais detectada em individuos com TB latente que pacientes com TB ativa
(Demissie et al., 2006; Abebe et al., 2007). Embora essa proteina pertenca a uma
classe amplamente distribuida, ela foi detectada somente no M. bovis BCG e no
complexo M. tuberculosis (Yuan et al., 1996). Resultados recentes em nosso
laborat6rio mostraram niveis elevados de anticorpos anti-16kDa no soro de pacientes
com 1-3 meses de tratamento, quando comparados com pacientes com TB ativa e
pacientes com 6 meses de tratamento. O inicio da quimioterapia esta relacionado com
a destruicao de bactérias e consequente liberacdo de grande quantidade de proteinas
citosolicas, levando a intensa estimulagéo da resposta humoral e aumento dos niveis

de anticorpos anti-16kDa (Mattos et al., 2010). Os resultados desse estudo sugerem
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que suspeitos com baciloscopia negativa possam iniciar o tratamento e apos alguns
dias serem avaliados através da deteccdo de anticorpos anti-16kDa. Neste caso,
niveis elevados de anticorpos anti-16kDa podem ser indicativo de diagndstivo positivo
e indicacdo de tratamento regular. Esses dados enfatizam a importancia de se
investigar se esse tipo de resposta também ocorre contra outros antigenos DosR do
M. tuberculosis, sendo esta investigacao a principal motivacéo deste trabalho.

Além das proteinas mencionadas anteriormente, também estdo sendo descritos
e estudados genes presentes no M. tuberculosis que codificam proteinas associadas
a reativacao do M. tuberculosis de seu estado de laténcia. Mukamolova et al. (1998)
em estudos envolvendo o Micrococcus luteus, foram os primeiros a descrever 0s
genes responsaveis por codificar a proteina denominada fator promotor de
ressuscitagdo ou Rpf. A Rpf do M. luteus é uma proteina secretada de
aproximadamente 16kDa, que participa da ativacdo do crescimento de culturas de M.
luteus antes em estado de dorméncia ou em fase estacionaria (Tufariello et al., 2004).
Genes similares ao Rpf de M. luteus foram descritos em uma variedade de bactérias
Gram positivas, incluindo Streptomyces coelicor e Corynebacterium glutamicum, e em
Mycobacterium leprae, Mycobacterium bovis e Mycobacterium tuberculosis (Tufariello
et al., 2004). O M. tuberculosis e 0 M. bovis possuem cinco genes homélogos ao Rpf
do M. luteus, que codificam proteinas com caracteristicas e propriedades similares as
proteinas Rpf do Micrococcus luteus, incluindo a sua habilidade de “ressuscitar”
micobactérias. Sao elas: Rv0867c (rpfA), Rv1009 (rpfB), Rv1884c (rpfC), Rv2389c
(rpfD), e Rv2450 (Mukamolova et al., 2002; Tufariello et al., 2004; Gupta et al., 2010).
A expressao destas proteinas foi observada em culturas de M. tuberculosis e M. bovis
BCG em crescimento ativo. Além disso, a expressao de genes rpf foi detectada em
tecidos humanos infectados pelo M. tuberculosis (Mukamolova et al., 2002; Tufariello
et al., 2004). Genes rpf desenvolvem diferentes padrbes de expressdo quando
analisados em culturas de crescimento sob hipéxia, privacao de nutrientes e baixo pH.
Estas diferentes adaptacdes na expressdo dos genes rpf sugerem que proteinas Rpf
do M. tuberculosis exercem diferentes fungdes (Gupta et al., 2010).

Desta forma, um melhor entendimento dos mecanismos de resposta imune
contra proteinas Rpfs pode ser de grande importancia para o desenvolvimento de
novas estratégias de controle da tuberculose (Commandeur et al., 2011). Neste
sentido, é fundamental avaliar a resposta imune frente aos diversos antigenos do M.

tuberculosis expressos em diferentes fases da infeccdo, assim como buscar
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biomarcadores associados a TB ativa e TB latente, que possam contribuir para
aprimorar o diagnostico da TB e favorecer a diferenciagdo entre os estagios da
infeccdo causada pelo M. tuberculosis (Schuck et al., 2009; Chegou, Essone, et al.,
2012; Chaves et al., 2015; Mothé e Antas, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas imunes humoral e celular frente a antigenos relacionados a
diferentes fases da infeccdo causada pelo M. tuberculosis, em pacientes com
tuberculose pulmonar antes e apés o tratamento, e em individuos com TB latente,

investigando biomarcadores associados a infeccéo e a doenca.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar niveis séricos de anticorpos IgG1 contra antigenos DosR (Rv1733,
Rv1737, Rv2029, Rv2628), antigenos Rpf (Rv0867, Rv2389), e antigenos
secretados na fase ativa da infeccéo pelo M. tuberculosis (ESAT-6/ CFP-10,
Rv0717, Rv3353) em pacientes com TB pulmonar, antes e apds o tratamento

guimioterapico, comparando com os resultados obtidos de controles sadios.

e Avaliar o perfil de anticorpos IgG e IgG1 no soro de individuos contatos TB
com diagndstico de TB latente (PPD positivo), comparando com pacientes com
TB pulmonar ativa e com controles sadios PPD negativo, utilizando antigenos

DosR e Rpf selecionados.

e Avaliar a producédo de IFN-y e CXCL-10 por PBMC de individuos contatos TB,
pacientes com TB pulmonar ativa e controles sadios PPD negativo, utilizando

antigenos DosR e Rpf selecionados.

e Avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas secretadas por PBMC de pacientes
com TB pulmonar em diferentes fases da infeccdo e do tratamento

guimioterapico, em resposta a antigenos do M. tuberculosis.

e Quantificar niveis séricos de quimiocinas CCL-2, CXCL-8, CXCL-9 e CXCL-10
de contatos TB com diagnostico de infeccdo latente, pacientes com TB
pulmonar antes e apds o tratamento quimioterapico, e controles sadios PPD

negativo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes

Os pacientes com tuberculose (TB) envolvidos neste trabalho foram recrutados
do Setor de Pneumologia e Tisiologia da Prefeitura de Juiz de Fora — MG e do Hospital
Universitario de Juiz de Fora — MG, onde foram diagnosticados através de exames
clinicos, radiolégicos e exame de baciloscopia e/ou cultura positivas. Foram critérios
de exclusdo: doenca renal, disfuncdo hepatica/alcoolismo, hipertensdo arterial,
diabetes ou outras doencas sistémicas, gravidez, idade menor que 18 anos e maior
gue 65 anos, pacientes HIV-positivos. Além disso, todos os individuos selecionados
para este estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, conforme
consta no parecer aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFJF em novembro
de 2011, registrado sob numero 288/2011.

Neste trabalho foram utilizadas inicialmente, para estudo da reatividade de
anticorpos 1gG1, amostras de soro de 106 pacientes com tuberculose pulmonar,
sendo 34 pacientes com TB ativa, 46 pacientes com 1 a 3 meses de tratamento, 20
pacientes que completaram 6 meses de tratamento regular, e 6 pacientes que
completaram um ano apos o inicio do tratamento regular. Também foram utilizados
20 soros de individuos saudaveis coletados de alunos e professores dos cursos da
area de saude da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG (Tabela 1). Todas essas
amostras de soros faziam parte do banco de soros do Laboratério de Imunologia do
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora — MG. Os soros estavam estocados a -20°C até sua utilizacdo nos
ensaios.

Para estudar o perfil de resposta dos individuos com infeccédo latente, foi
realizada a coleta de sangue de 9 individuos contatos com infecgéo latente (LTBI)
(Tabela 3). O diagnostico de infeccao latente foi atribuido as pessoas que tiveram
contato com o paciente com TB pulmonar ativa, tendo o resultado do teste PPD 2=
5mm, apresentando exames radiolégicos normais e auséncia de sinais e sintomas da
doenca. Além disso, foram considerados contato todas as pessoas que conviveram
no mesmo ambiente com paciente com TB pulmonar ativa, prioritariamente com
baciloscopia positiva no momento do diagndstico da TB. Esse convivio pode ter

acontecido em casa e/ou em ambientes de trabalho ou instituicbes de longa
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permanéncia (Saude, 2011). As coletas de sangue dos individuos com infeccéo
latente foram realizadas nos mesmos locais onde foram realizadas as coletas de
sangue de pacientes com TB. Foram coletadas, no mesmo periodo de coleta dos
contatos TB, 65 amostras de sangue de pacientes com TB pulmonar em diferentes
fases de tratamento, sendo 25 amostras de sangue de pacientes com TB pulmonar
ativa, com 0 a 15 dias de tratamento (TB OM); 20 amostras de sangue de pacientes
com 3 meses de quimioterapia, que foram negativos nos exames de baciloscopia apés
dois meses do inicio do tratamento (TB 3M); e 20 amostras de sangue de pacientes
com 6 meses de quimioterapia que também apresentaram exames de baciloscopia
negativo apos seis meses de tratamento (TB 6M) (Tabela 2).

Foi realizada uma triagem, através da prova tuberculinica, para a obtencédo de
amostras de soros de individuos controles sadio PPD positivo (PPD+), e de individuos
controles sadio PPD negativo (PPD-). A prova tuberculinica foi realizada no
Laboratorio de Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Foram
convidados para participar do estudo alunos e funcionarios publicos recrutados dos
cursos da area de saude da UFJF. Para realizacdo do teste, foi aplicado, por via
intradérmica no terco médio da face anterior do antebraco esquerdo, o derivado
proteico PPD RT-23 (Staten Serum Institute, Dinamarca), na dose de 0,1mL,
equivalente a 2UT - unidades de tuberculina. A leitura do teste foi realizada 72 horas
apos a aplicacao do PPD e foram considerados PPD+ aqueles cuja enduragao foi =
5mm, e PPD- aqueles, cuja enduracado foi < 5mm. Quinze dias apés a realizacdo do
teste tuberculinico, foi feita a coleta de sangue de 10 individuos saudaveis PPD+ e 16
individuos saudaveis PPD-. Para cada ensaio realizado, o nimero de controles foi

escolhido, aleatoriamente, dentro desse conjunto de amostras (Tabela 4).
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Tabela 1- Caracteristicas gerais dos pacientes com TB pulmonar e controles sadio

da primeira etapa do projeto.

Pacientes com TB pulmonar (n=106) 2

oM 1-3M 6M AT TB Total cse

(n=34) (n=46) (n=20) (n=6) (n=106) (n=20)
Idade
(Média £ SD) 36+ 15 32 £10 3817 3811 35+13 31+12
(variagdo) 18 - 65 18-54 18 - 65 30-54 18 - 65 18 -53
Género
Masculino (%) 23 (68) 31 (67) 15 (75) 4 (67) 73 (69) 14 (70)
Feminino (%) 11 (32) 15 (33) 5 (25) 2 (33) 33 (31) 06 (30)
BCGe
Sim (%) 23 (68) 36 (78) 19 (95) 04 (68) 82 (77) 20 (100)
No (%) 11 (32) 10 (22) 01 (05) 02 (32) 24 (33) 00 (00)

a — 106 pacientes com TB pulmonar, sendo 34 pacientes na fase ativa de infeccdo (OM), 46 que
receberam 1 a 3 meses de tratamento (1-3M), 20 que completaram 6 meses de quimioterapia (6M) e 6
pacientes um ano apos o tratamento (AT). Essas amostras de soros foram obtidas do banco de soros

TB do Laboratério de Imunologia do ICB-UFJF.
b — 20 Controles sadios vacinados com BCG.

¢ — Individuos que apresentam cicatriz vacinal (BCG).
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Tabela 2- Dados clinicos e demograficos e tempo de tratamento dos pacientes com
TB pulmonar ativa.

PACIENTES IDADE GENERO BCGa LESOES TEMPO DE
ANOS PULMONARES TRATAMENTO
(RAIO X) (DIAS/MESES) P

TBO3* 53 M SIM ND 0/3M/6M
TBO4 48 M SIM ND 0
TBO6 28 F SIM UNILATERAL 6M
TBO9 23 F SIM UNILATERAL 14 DIAS
TB11* 26 F SIM UNILATERAL 7D/ 3M/ 6M
TB15 48 M SIM UNILATERAL 6M
TB26* 56 M SIM ND 0/3M/6M
TB28 43 M NAO BILATERAL 3Mm
TB31 49 M NAO ND 0
TB33 46 M NAO BILATERAL 15 DIAS
TB34 60 F SIM UNILATERAL 3Mm
TB35 58 M SIM UNILATERAL 6M
TB37* 23 M SIM UNILATERAL 0/3M/6M
TB38** 54 F NAO ND 0/3M
TB39* 30 M SIM UNILATERAL 0/3M
TB40 61 M SIM ND 2 DIAS
TB41 48 M NAO BILATERAL 1 DIA
TB42 40 F SIM ND 2 DIAS
TB43 45 M SIM UNILATERAL 3M
TB44 54 M SIM UNILATERAL 6M
TB45* 42 M SIM UNILATERAL 15D/ 3M / 6M
TB46* 37 F SIM ND 0/3M/6M
TB47 23 F SIM UNILATERAL 0
TB48* 52 M SIM BILATERAL 0/3M/6M



Continuacgéo da tabela.

TB49

TB50

TB51

TB52*

TB53

TB55

TB56

TB57

TB58

TB59*

TB60*

TB61*

TB62

TB63

TB64

TB65

24

46

33

41

59

46

27

64

27

53

26

46

42

28

46

31

M

SIM

SIM

NA

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

ND

ND

ND

ND

UNILATERAL

UNILATERAL

UNILATERAL

BILATERAL

ND

UNILATERAL

ND

ND

ND

UNILATERAL

BILATERAL

UNILATERAL

0

6M

3 DIAS

0/3M/6M

6M

3M

0

6M

0

0/3M/6M

5D/3M/6M

0/3M/6M

3M

3M

6M

3M

50

*Foram realizadas trés coletas do mesmo paciente: 12 coleta no inicio do tratamento, 22 coleta com 3

meses de tratamento, 32 coleta com 6 meses de tratamento.

**Eoram realizadas 2 coletas do mesmo paciente conforme especificado no tempo de tratamento.
a — Individuos que apresentam cicatriz vacinal (BCG).

b — Tempo de tratamento do paciente no momento da coleta.

ND — ndo determinado.
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Tabela 3- Caracteristicas gerais de individuos contatos de pacientes TB ativos
diagnosticados com infeccao latente (LTBI).

CONTATOS (LTBI)2 IDADE (ANOS) GENERO BCGb PPD (mm)¢
LTBI10 24 F SIM 11
LTBI17 32 F SIM 6
LTBI25 61 F NAO 9
LTBI30 25 F SIM 23
LTBI31 55 M SIM 22
LTBI32 46 M SIM 20
LTBI33 31 M SIM 12
LTBI34 27 M SIM 20
LTBI35 26 F SIM 50

a - Contatos TB com infec¢éo latente, teste PPD positivo (n=9).

b - Individuos que apresentam cicatriz vacinal.

¢ — Resultado do teste PPD (Derivado de proteina purificada).



Tabela 4 - Caracteristicas gerais dos individuos controles sadios.

CONTROLE IDADE GENERO BCG?a PPD (mm)

SADIO (ANOS)

CSo1 39 F SIM 0
CSs02 28 F SIM 0
CS03 22 F SIM 6
CS04 21 M SIM 8
CS05 20 F SIM 0
CS06 23 M SIM 10
Cs07 24 M SIM 0
Cs08 22 F SIM 0
CS09 40 F SIM 4
Cs10 27 F SIM 0
csi11 28 F SIM 0
cs12 26 F SIM 13
cs13 25 F SIM 0
cs14 55 M SIM 0
csi15 26 F SIM 0
Cs16 23 F SIM 0
cs17 25 M SIM 5
csi18 38 F SIM 13
Cs19 24 F SIM 8
€S20 56 F SIM 0
cs21 26 F SIM 1
cs22 22 F SIM 7
cs23 24 F SIM 0
cs24 38 F SIM 0
CS25 32 F SIM 12
CS26 42 F SIM 10

a - Individuos que apresentam cicatriz vacinal.
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3.2 Coletade sangue, separacdo de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), e obtencdo de amostras de soro de pacientes TB, contatos TB e

controles.

As coletas das amostras de sangue periférico e soros foram realizadas por
profissionais previamente treinados. Para a obtencdo de PBMC, cerca de 30 ml de
sangue venoso foram coletados por puncdo venosa, usando tubos heparinizados
(Vacuette do Brasil). Para a obtencdo de soros, outros 10 ml de sangue foram
distribuidos em tubos ndo heparinizados (Vacuette do Brasil). As amostras foram
codificadas para preservar o anonimato dos doadores e foram obtidas dos doadores
apos leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O volume
de sangue coletado foi diluido 1:2 (vol/vol) em salina tamponada fosfatada (PBS)
estéril. A separacdo das PBMC dos demais componentes sanguineos foi realizada
por gradiente de densidade em ficoll-paque plus (Amersham Bioscience, Uppsala,
Sweden), através de centrifugacdo por 30 minutos, a 1600 rota¢des por minutos (rpm)
e a temperatura ambiente. As células localizadas na interface entre o plasma e o ficoll-
paque plus foram coletadas e submetida a duas lavagens (12 lavagem em PBS:
1500rpm/4°C/10min.; 22 em meio de cultura RPMI: 1300rpm/4°C/10min.). Em seguida
foi realizada a contagem das células em camara de Neubauer. Durante o processo de
contagem foi avaliada também a viabilidade das células através da coloracdo com
Trypan blue (BDH Chemicals Ltd, England). Assim, foram obtidas e aliquotadas 10°
células/mL em uma solucdo de 90% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY,
USA) mais 10% de DMSO (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA) em criotubos de
1,8mL (Nunc, Roskilde, Denmark), congelados por um dia no freezer a -70°C e
preservadas em nitrogénio liquido até o momento de realizacdo das culturas.

Para obtencao do soro humano, os tubos sem heparina, com o sangue coletado,
foram deixados a temperatura ambiente por duas horas. Em seguida, apos a
coagulacdo do sangue, amostras de soro (500 ul) foram coletadas, aliquotadas e

congelados em freezer -20°C até o uso.

3.3 Antigenos

Foram estudados os seguintes antigenos do M. tuberculosis: antigenos Mtb
DosR (Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv1737), antigenos Mtb Rpf (Rv0867, Rv2389), e
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antigenos imunodominantes secretados na doenga ativa (Rv0717, Rv3353). A
proteina de fusdo ESAT-6/CFP-10 (representando antigenos imunodominantes do M.
tuberculosis) foi utilizado como controle positivo no diagndstico soroldgico da TB. A
excecao do ESAT-6/CFP-10, antigeno j& estudado anteriormente (ABRAMO et al.,
2006; MATTOS et al., 2010), a pesquisa com esses novos antigenos € inédita em
nosso pais. Esses antigenos foram doados pelo Dr. Tom H. M. Ottenhoff, da Leiden
University Medical Center, Holanda, colaborador neste trabalho. Os antigenos foram
diluidos inicialmente em DMSO (10ul DMSO/mg Ag) e estocados em PBS/ 0,1%
DMSO (1mg/ml) a -20 °C, até serem usados nos ensaios.

3.4 Avaliacédo da resposta humoral

Amostras de soro de pacientes TB e controles foram analisadas pelo teste ELISA
indireto de acordo com (De Souza et al., 2005), com modificacBes. Em resumo, placas
de poliestireno, de 96 pogos foram sensibilizadas com 2ug/ml (100ul/poco) de
antigeno (ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029, Rv1737,
Rv0867, Rv2389) em tampéao carbonato/bicarbonato 0,06M, pH 9,6. As placas foram
incubadas por 18 horas a 4°C em camara Umida e, em seguida lavadas com salina
tamponada com fosfato (PBS a 0,15M, pH 7,2) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-
T). As amostras de soro foram adicionadas em seguida (100ul/pogo, em duplicata) na
diluicdo de 1/20 em PBS-T contendo 10% de soro de cabra. Apos incubagédo por 1
hora a 37°C, as placas foram lavadas e os conjugados anticorpos policlonais anti-IgG
(1/1000) e anti-IgG1 (1/500) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), ligados a
peroxidase foram adicionados (100ul/pogo). Apds 1 hora de incubacgéo a 37°C, as
placas foram lavadas e o substrato OPD (tampao citrato de sédio/acido citrico, pH 5,5
contendo peroxido de hidrogénio e orto-fenilenodiamina) foi adicionado (100ul/pogo).
Apés cerca de 10 minutos houve o desenvolvimento da cor e a reacédo foi interrompida
com H2SOs4 2N e a leitura efetuada em leitor de microplaca (Spectramax-190,
Molecular Devices) a 492nm. Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE),
calculado pela férmula EI=S/(B+3SD), onde S é igual a média dos valores da
densidade Optica em cada amostra, B corresponde a média dos valores das

densidades Opticas do branco mais trés vezes o desvio padrao (SD).
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3.5 Culturas de PBMC estimuladas com antigenos do Mycobacterium

tuberculosis

As PBMC criopreservadas foram descongeladas, lavadas em meio de cultura e
ajustadas para uma concentracdo de 10° células/mL em meio RPMI 1640 (Gibco,
Grand Island, NY, USA). 200ul das células foram cultivadas (2 x 10° células/pogo) em
placas de 96 pocos (Millipore, Bedford, MA, USA) em meio RPMI suplementado com
2mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 10 pl/mL
de aminoacidos ndo essenciais (todos adquiridos de Gibco, Grand Island, NY, USA)
e 10% de plasma humano AB inativado pelo calor. As culturas foram estimuladas com
0s antigenos recombinantes do M. tuberculosis: ESAT-6/CFP-10 (5 pg/mL), Rv1733
(5 pg/mL), Rv2029 (5 pg/mL). As culturas de células foram mantidas a 37°C, em estufa
com 5% de CO:2 por 4 dias para deteccdo das quimiocinas e citocinas. Os

sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer -20°C.

3.6 ELISA para deteccao de IFN-y

O método imunoenzimatico, ELISA, foi utilizado para quantificar a secrecéo de
IFN-y por PBMC de pacientes TB, contatos e controles sadios. Resumidamente,
placas de 96 pocos maxisorp (Nunc, Roskilde, Denmark) foram cobertas com
100pl/poco de anticorpo monoclonal anti- IFN-y humano (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego, CA, USA) em tampdao carbonato por 16 horas a 4°C. Apds esse tempo, as
placas foram lavadas com PBS-Tween e blogueadas com 200ul/poco de uma solucao
de PBS contendo 10% de soro fetal bovino (PBS/SFB 10%, Gibco, Grand Island, N.Y.,
USA) por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas em
PBS-Tween e as amostras, bem como os padrdes da curva foram aplicados a cada
poco e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. Terminada
a incubagéo, as placas foram lavadas com PBS-Tween e foi adicionado o anticorpo
de deteccdo biotinilado (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA),
juntamente com o conjugado estreptavidina-peroxidase (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego, CA, USA) diluido em PBS/SFB 10% com incubacéo das placas por 1 hora
a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as placas foram novamente lavadas, e a
reacao foi revelada pela adicdo da solugcédo substrato contendo tetrametilbenzidina

(TMB, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA) e incubacédo por 20 minutos
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ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida com acido sulfarico 1M e a leitura
imediatamente realizada em leitor de placas (Spectramax-190, Molecular Devices) a
450nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a partir da curva-padréao,

obtidas pelas diferentes concentracdes dos padroes.

3.7 ELISA para detecgcao de CXCL-10

A concentracdo da quimiocina CXCL-10 foi avaliada no sobrenadante das
culturas de PBMC pelo método de ELISA indireto, conforme descrito pelo fabricante
(R&D Systems, Minneapolis, USA). Brevemente, placas de 96 pocos maxisorp (Nunc,
Roskilde, Denmark) foram cobertas com 100ul/poco de anticorpo de captura anti-
CXCL-10 humano (R&D Systems, Minneapolis, USA) diluidos em PBS por 16 horas a
4°C. Apos esse tempo, as placas foram lavadas com PBS-Tween e bloqueadas com
200ul/poco de uma solucédo de PBS contendo 1% de BSA (PBS/BSA 1%) por uma
hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas em PBS-Tween
e as amostras, bem como os padrdes da curva foram aplicados a cada poco e as
placas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. Terminada a
incubacéo, as placas foram lavadas com PBS-Tween. Em seguida, foi adicionado o
anticorpo de deteccdo biotinilado (R&D Systems, Minneapolis, USA) diluido em
PBS/BSA 1% e as placas incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Apés esse
periodo, as placas foram novamente lavadas e o complexo detector formado pelo
conjugado estreptavidina-peroxidase adicionado, e as placas incubadas por mais 20
minutos a temperatura ambiente. Apos lavagens adicionais, a reacao foi revelada pela
adicdo da solucdo substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA) e incubag&o por 20 minutos ao abrigo da luz. A
reacgdo foi interrompida com &cido sulfarico 1M e a leitura imediatamente realizada em
leitor de placas (Spectramax-190, Molecular Devices). As quantidades de quimiocinas
foram calculadas a partir da curva-padréo, obtidas pelas diferentes concentra¢des dos

padroes.

3.8 Deteccao da producéo de citocinas e quimiocinas pelo método CBA

Amostras de 25 ul dos sobrenadantes de cultura ou soro foram usadas para

quantificacdo da produg¢do de quimiocinas e citocinas usando o método “cytometric
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bead array” (CBA). Os reagentes usados nesta etapa sdo provenientes dos kits
(“"Human chemokine — kit I” e “Human Th1/Th2 cytokine kit 11”) adquiridos da Becton
Dickinson. As amostras receberam 5ul de cada reagente, para marcar a producéo de
cada quimiocina (CCL2, CXCL8, CXCL9 e CXCL10) e citocina (IFN-y, TNF-qa, IL-17,
IL-10 e IL-4), juntamente com 25ul do reagente revelador. Em seguida, foram
submetidas a incubacé&o de 3h a temperatura ambiente, protegidas da luz. Em seguida
as placas foram lavadas com 200 pl de reagente F e centrifugadas a 1050 rpm durante
5 minutos. Em cada tubo os sobrenadantes provenientes dessa centrifugagéo foram
aspirados, restando aproximadamente 50 pl de amostras marcadas. Em cada tubo
foram colocados 100 pl de reagente F para leitura no citdmetro de fluxo FACS Calibur
(Becton Dickinson). Apés a leitura de padrBes e amostras, os dados foram analisados
no software BD CBA Isotype Analysis (Becton Dickinson), onde os valores sao

representados em concentracdo (pg/ml) de cada quimiocina e citocina.

3.9 Receiver Operating Characteristic Curve - Curva ROC

Neste estudo, utilizou-se a receiver operating characteristic curve, conhecida
como curva ROC, para andlise dos valores de acuracia — area sob a curva ROC,
sensibilidade, especificidade e razbes de verossimilhanca. As curva foram obtidas
utiizando-se programa estatistico MedCalc Statistical - versdo 5.00.020
(www.medcalc.br/index.html). Os grupos de pacientes utilizado para a realizacdo da
curva ROC, foi o grupo de pacientes com tuberculose ativa, 33 pacientes sem
tratamento prévio ou com até 15 dias de tratamento, que ainda mantém baciloscopia
positiva e o grupo de pacientes com 1-3 meses de tratamento com 46 pacientes.

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

! Pontos de corte sdo valores normativos, acima dos quais um teste é considerado positivo e abaixo dos quais o
teste é considerado negativo.
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A curva ROC além de indicar a acuracia global dos testes avaliados permitiu
identificar com precisdo o ponto de corte associado ao menor numero de resultados
errbneos do teste. Cada ponto do grafico representa também os indices de
sensibilidade e (100 — especificidade) de um ponto de corte estabelecido. Um teste
diagnostico ideal seria aquele cujo ponto de corte estivesse 0 mais proximo da
intercesséao sensibilidade/especificidades.

Outra forma pela qual avaliamos os testes foi através do calculo da razdo de
verossimilhanca (likelihood ratio). A razao de verossimilhanca € definida como a razéo
entre a probabilidade de um determinado resultado de um teste diagnostico em
individuos portadores da doenca e a probabilidade do mesmo resultado em individuos
sem a doenca. Para um teste dicotdmico (positivo/negativo), a razdo de
verossimilhanca é calculada para o resultado positivo e para o resultado negativo. A
razdo de verossimilhanca positivo (RV+) expressa quantas vezes € mais provavel
encontrar um resultado positivo em pessoas doentes quando comparado com
pessoas sadias, e a razdo de verossimilhanca negativo (RV-) expressa quantas vezes
€ mais provavel encontrar um resultado negativo em pessoas doentes quando
comparado com pessoas sadias. Além da sendibilidade, especificidade, RV+ e RV-,
também analisamos o valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN)
dos testes avaliados (Medronho R.A.; Carvalho, 2003).

3.10 Analise estatistica

A comparacdo das médias entre os grupos foi realizada, para cada antigeno,
atraves do teste ndo paramétrico Mann Whitney U, como apropriado. Para testar a
significancia das diferencas entre as curvas ROC dos varios antigenos, foi utilizado o
teste de Wilcoxon, pelo MedCalc Statistical (Versao 5.00.020, Brussels, Belgium),
como apropriado. Valores de p < 0,05 foram considerados indicativos de diferenca

estatistica significativa entre os grupos estudados.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da reatividade de anticorpos IgG1 de pacientes com tuberculose
frente a diferentes antigenos de Mycobacterium tuberculosis, influéncia do

tratamento quimioterapico.

Trabalhos realizados anteriormente mostraram a predominancia de anticorpos
IgG1 no soro de pacientes com TB (RUSSAIN et al, 1995; GUPTA et al, 2005;
MATTOS et al.,, 2010). No presente estudo, a reatividade de anticorpos IgG1l
provenientes de pacientes TB em diferentes etapas do tratamento quimioterapico foi
avaliada frente a antigenos da fase de laténcia ou antigenos DosR (Rv1733, Rv2628,
Rv2029, Rv1737), antigenos da fase de reativacdo da doenca ou antigenos Rpf
(Rv0867, Rv2389) e antigenos da fase de multiplicacdo ativa do M. tuberculosis
(ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353). Foram estudados o0s seguintes grupos de
pacientes TB: (i) pacientes com tuberculose ativa (n = 34); (i) pacientes que
completaram 1 a 3 meses de quimioterapia (n = 46); (iii) pacientes que completaram
6 meses de quimioterapia (n = 20); e (iv) pacientes apos um ano de tratamento (n=6).

Os resultados mostram (Figura 2) que pacientes na fase ativa da TB pulmonar
(OM-TB) apresentaram niveis elevados de anticorpos IgG1 contra os antigenos ESAT -
6/CFP-10, Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867, em comparacao
com o controle sadio (p<0,001). Tais valores permaneceram elevados apds o inicio
do tratamento (1-3M), exceto para o0 antigeno Rv2029. Apos completado 6 meses de
guimioterapia, a resposta de IgG1l frente aos antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv3353,
Rv2628, Rv2029 e Rv0867 foi reduzida a niveis comparaveis aqueles obtidos pelo
grupo controle (p<0,01). Além disso, um ano apds o tratamento, 0s niveis de
anticorpos foram ainda mais baixos e nao diferiram do grupo controle (Figura 2).
Interessantemente, os antigenos Rv0717 e Rv1733 induziram um pico de resposta de
IgG1 ap6s 1-3 meses de quimioterapia (p<0,01), sugerindo que o inicio do tratamento
quimioterapico favorece a uma maior resposta de anticorpos IgGl contra esses
antigenos. Nao foi detectado aumento significativo nos niveis de anticorpos IgG1l
contra 0s antigenos Rv1737 e Rv2389 no soro de pacientes TB, ndo havendo

diferenca entre os grupos avaliados. Em conjunto, esses resultados sugerem que 0s
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antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867,
relacionados a diferentes fases da infeccdo pelo M. tuberculosis podem ser utilizados
no diagnostico da TB pulmonar, havendo maior reatividade de anticorpos IgG1 na fase
ativa da TB e apos o inicio da quimioterapia. A diminuicdo nos niveis de anticorpos
IgG1 frente a esses antigenos em pacientes apds completada a quimioterapia sugere

sua possivel aplicacdo no monitoramento do tratamento.
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Figura 2 - Niveis séricos de anticorpos IgG1 contra antigenos do M. tuberculosis. Foram
testados os antigenos ESAT-6/CFP-10 (A), Rv0717 (B), Rv3353 (C), Rv1733 (D), Rv2628
(E), Rv2029 (F), Rv1737 (G), Rv0867 (H) e Rv2389 (I). Foram avaliados 0s grupos:
pacientes com tuberculose pulmonar ativa (OM, n=34); pacientes com 1 a 3 meses de
quimioterapia (1-3M, n=46); pacientes que completaram 6 meses de quimioterapia (6M,
n=20); pacientes apés um ano de tratamento (AT, n=6), grupo controle sadio (CS, n=20). O
soros foram avaliados na diluicdo 1/20. A barra horizontal representa a mediana. |IE = indice
ELISA.
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4.2 Andlise das curvas ROC para os antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353,
Rv1733, Rv2628, Rv2029, Rv1737, Rv0867 e Rv2389 empregados em ensaios

imunoenzimaticos (ELISA) no diagndstico da tuberculose.

A analise da curva ROC foi realizada para avaliar a acurcia dos antigenos
ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029, Rv1737, Rv0867,
Rv2389 no diagnodstico da TB. A acuracia do teste é representada pela avaliacdo da
area sob a curva ROC (ASC) e dos valores de sensibilidade e especificidade, bem
como as razdes de verossimilhanca positiva e negativa. O Elisa com a proteina de
fusdo ESAT-6/CFP-10, antigeno imunodominante empregado em testes de
diagnéstico da TB, foi considerado como um controle positivo. Avaliando a reatividade
de anticorpos IgG1 no grupo de pacientes com TB ativa (OM), os resultados mostram
que o valor da area sob a curva (ASC), foi igual a 0,977 para o antigeno Rv1733 (95%
Cl: 0,895-0,997), sendo significativamente maior em comparagdo com o valor da ASC
de ESAT-6/CFP-10 (ASC = 0,893, 95% CI: 0,782-0,959). J&a os valores da ASC dos
antigenos Rv0717, Rv3353, Rv2628, Rv2029 e Rv0867 ndo apresentaram diferenca
em comparacao ao ESAT-6/CFP-10 (Figura 3). Interessantemente, quando avaliamos
os valores da ASC obtidos do grupo com um a trés meses tratamento (1-3M) o
antigeno Rv1733 teve melhor desempenho, tendo ASC igual a 0,994 (95% CI: 0,936-
1,000), sendo este valor maior que o da ASC do antigeno ESAT-6/CFP-10 (AUC =
0,790, 95% CI: 0,68- 0,887) (P < 0.001). Neste mesmo estagio de infec¢ao (1-3M),
com excecédo do antigeno Rv2029, os demais antigenos Rv0717, Rv3353, Rv2628 e
RV0867 também apresentaram a ASC maior que a apresentada por ESAT-6/CFP-10
(Figura 4).
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Figura 3 - Comparacao de antigenos do M. tuberculosis através da andlise da curva ROC utilizando soro de pacientes com TB
ativa. Foram utilizados os resultados do ELISA-IgG1 referentes ao grupo de pacientes com tuberculose ativa. As curvas ROC
foram analisadas para comparar o desempenho dos antigenos ESAT-6/CFP-10 versus: Rv0717(A), Rv3353(B), Rv1733(C),
Rv2628 (D), Rv2029 (E), Rv1737 (F), Rv0867 (G) e RV2389 (H) no diagnostico da Tuberculose.
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Figura 4 - Comparacdo de antigenos do M. tuberculosis através da analise da curva ROC
utilizando soro de pacientes com 1-3 meses de tratamento. Comparagédo dos antigenos ESAT-

6/CFP-10, Rv0717, Rv3353,

Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867 através da curva ROC.

Foram utilizados os resultados do ELISA-IgG1 obtidos no grupo de pacientes que receberam 1
a 3 meses de quimioterapia. As curvas ROC foram realizadas para comparar o desempenho
dos antigenos ESAT-6/CFP-10 versus: Rv0717(A), Rv3353 (B), Rv1733 (C), Rv2628 (D),
Rv2029 (E) e Rv0867 (F) no diagnostico da Tuberculose.
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4.3 Sensibilidade e especificidade de antigenos das fases de laténcia (DosR),
reativacdo e de fase ativa da infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis no

diagnostico da tuberculose.

A sensibilidade e especificidade dos testes de ELISA avaliados através da
curva ROC, mostrou que os antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353, Rv1733,
Rv2628, Rv2029, Rv1737, Rv0867 e Rv2389, testados com soros de pacientes TB na
fase ativa da doenca (OM), apresentaram sensibilidade de 91%, 82%, 85%, 88%, 91%,
91%, 29%, 100% e 47% respectivamente, e especificidade de 82%, 91%, 90% 95%,
87%, 82%, 95%, 87%, e 65%, respectivamente. Os valores de sensibilidade e
especificidade apresentados foram aqueles correspondentes ao ponto da curva ROC
mais proximo do ponto de sensibilidade e especificidade igual a 100%. Em termos de
razdo de verossimilhanca (RV), os valores foram 5,24, 9,47, 9,38, 20,29, 6,99, 5,24,
7,44, 7,67 e 1,35, respectivamente, para razdo de verossimilhanca positiva e 0,11,
0,19, 0,16, 0,12, 0,10, 0,11, 0,71, 0,00 e 0,81, respectivamente, para razdo de
verossimilhanca negativa (Tabela 5). Com relacdo a analise do valor preditivo dos
respectivos antigenos testados, os valores observados foram 88%, 93%, 93%, 96%,
91%, 88%, 91%, 92% e 66%, respectivamente, para valor preditivo positivo (VPP) e
84%, 75%, 78%, 82%, 85%, 80%, 44%, 100% e 42%, respectivamente, para valor
preditivo negativo (VPN) (Tabela 5). Desta forma, a excecédo dos antigenos Rv1737
e Rv2389, os demais antigenos mostraram valores de sensibilidade e especificidade
proximos ao apresentado pelo ESAT-6/CFP-10. O mesmo tipo de andlise da curva
ROC foi realizada utilizando-se soros de pacientes no estagio de 1-3M de tratamento.
Os resultados na Tabela 6 mostram que os antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv0717,
Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867 apresentaram sensibilidade de 75%,
100%, 77%, 95%, 100%, 75% e 100% respectivamente, e especificidade de 81%,
90%, 90% 95%, 90%, 90% e 90%, respectivamente. Em termos de razdo de
verossimilhanca (RV), os valores foram 4,16, 11,0, 8,56, 21,02, 11,0, 8,31 e 11,0,
respectivamente, para razéo de verossimilhanga positiva e 0,30, 0,0, 0,24, 0,05, 0,0,
0,27 e 0,0, respectivamente, para razédo de verossimilhanca negativa. Com relacao a
analise do valor preditivo dos respectivos antigenos testados, os valores observados
foram 86%, 100%, 92%, 96%, 100%, 96% e 100%, respectivamente, para valor
preditivo positivo (VPP) e 66%, 94%, 69%, 90%, 94%, 70% e 94%, respectivamente,
para valor preditivo negativo (VPN). Os dados obtidos (91% sensibilidade e 83%
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especificidade) confirmam a boa performance de ESAT-6/CFP-10 na fase ativa da
doenca (OM), como previamente demonstrado por nosso grupo (MATTOS et al., 2010)
e sugere que a deteccdo de anticorpos IgG1 contra os antigenos Rv0717, Rv1733,
Rv3353, Rv0867, Rv2628 e Rv2029 tem potencial aplicacdo no diagnostico da TB.
Além disso, os niveis elevados de anticorpos no soro de pacientes com 1-3M de
quimioterapia contra os antigenos Rv0717, Rv1733, Rv2628 e Rv0867 podem ser
considerados como potenciais biomarcadores para monitorar o resultado do

tratamento da tuberculose.

Tabela 5 - Sensibilidade e especificidade dos antigenos do M. tuberculosis expressos
na fase ativa (ESAT-6/CFP-10, Rv0717 e Rv3353), antigenos DosR (Rv1733, Rv2628,
Rv2029 e Rv1737), antigenos Rpf (Rv0867 e Rv2389) no sorodiagndstico da
tuberculose.

Antigenos Cutoff? Sensibilidade®  Especificidade® VPP¢  VPN®  RV+¢ RV-4 ASC

Antigenos de

fase ativa
ESAT-6/CFP-10 1,125 91,2 82,6 88,6 84,2 5,24 0,11 0,893
Rv0717 0,566 82,4 91,3 93,3 75 9,47 0,19 0,918
Rv3353 1,273 85,3 90,9 93,5 78 9,38 0,16 0,884

Antigenos DosR

Rv1733 1,083 88,2 95,7 96,7 82,6 20,29 0,12 0,977
Rv2628 0,947 91,2 87,0 91,2 85 6,99 0,10 0,919
Rv2029 0,901 91,2 82,6 88,2 80 5,24 0,11 0,931
Rv1737 0,860 29,4 95,7 91 44 6,76 0,74 0,547

Antigenos Rpf
Rv0867 0,846 100,0 87,0 92 100 7,67 0,00 0,935

Rv2389 0,989 47,1 65,2 66,6 42 1,35 0,81 0,498

a, b - O cutoff, sensibilidade e especificidade foram determinados com base na analise da curva ROC.
b - Os valores de sensibilidade e especificidade apresentados foram aqueles correspondentes
ao ponto da curva ROC mais proximo do ponto de sensibilidade e especificidade igual a 100%.

¢ - VPP e VPN - correspondem ao valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, respectivamente
em %.

d- RV+ e RV- correspondem a razado de verossimilhanca positivo e negativo, respectivamente. ASC
= &rea sob a curva.
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Tabela 6 - Sensibilidade e especificidade dos antigenos expressos na fase ativa
ESAT-6/CFP-10, Rv0717 e Rv3353, antigenos DosR Rv1733, Rv2628, Rv2029 e
Rv1737, antigenos Rpf Rv0867 e Rv2389 no sorodiagnostico da tuberculose
apos 1-3 meses de tratamento.

Antigenos Cutoffa Sensibilidade®  Especificidade®  VPP¢  VPN¢® RV+4 RV-¢ ASC

Antigenos de fase

ativa
ESAT-6/CFP-10 1,125 75,6 81,8 86,6 66,6 4,16 0,30 0,790
Rv0717 0,566 100,0 90,9 100 94,4 11,00 0,00 0,988
Rv3353 1,273 77,8 90,9 92,8 69,2 8,56 0,24 0,901

Antigenos DosR

Rv1733 1,083 95,6 95,5 96,9 90,4 21,02 0,05 0,994
Rv2628 0,947 100,0 90,9 100 94,4 11,00 0,00 0,936
Rv2029 0,867 75,6 90,9 96,2 70,3 8,31 0,27 0,913

Antigenos Rpf

Rv0867 0,938 100,0 90,9 100 94,4 11,00 0,00 0,943

a, b - O cutoff, sensibilidade e especificidade foram determinados com base na analise da curva ROC.
b - Os valores de sensibilidade e especificidade apresentados foram aqueles correspondentes
ao ponto da curva ROC mais préximo do ponto de sensibilidade e especificidade igual a 100%.

¢ - VPP e VPN - correspondem ao valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, respectivamente,
em %.

d - RV+ e RV- correspondem a razao de verossimilhanca positivo e negativo, respectivamente. ASC
= 4rea sob a curva.



67

4.4 Avaliacao da reatividade de anticorpos IgG de pacientes com tuberculose
ativa, contatos de pacientes TB e controles sadios, frente a antigenos de

Mycobacterium tuberculosis.

Antigenos DosR (Rv1733, Rv2628 e Rv2029) e antigenos da fase ativa da
infeccéo pelo M. tuberculosis (ESAT-6/CFP-10 e Rv0717) foram selecionados para a
avaliacdo da reatividade de anticorpos IgG de individuos com TB latente em
comparacao a controles sadios e pacientes com TB ativa. Para tanto, foram avaliados
0s seguintes grupos: (i) pacientes com tuberculose ativa (n=20); (ii) grupo infeccéo
latente formado por contatos de pacientes TB (n=9); (iii) grupo controle formado por
individuos sadios PPD negativos (n=16).

Como previamente demonstrado por nosso grupo (MATTOS et al., 2010), os
resultados apresentados mostram niveis elevados de anticorpos 1gG contra o
antigeno ESAT-6/CFP-10 no soro de pacientes com TB pulmonar ativa (OM TB)
guando comparado com o grupo controle sadio (p<0,001, Figura 5A). Niveis séricos
aumentados de anticorpos IgG também foram observados contra o antigeno de fase
ativa Rv0717 e contra os antigenos DosR Rv1733 e Rv2029, em comparacao aos
niveis observados no grupo controle (p<0,05, Figura 5B, C e D). Nao foi observado
aumento significativo de anticorpos IgG especificos para o antigeno Rv2628 nos
grupos estudados (Figura 5E). Interessantemente, niveis elevados de IgG contra o
antigeno ESAT-6/CFP-10 e contra o antigeno DosR Rv1733 foram observados no
soro de individuos com infeccao latente (LTBI) quando comparado com o grupo
controle (p<0,05). Além disso, para o antigeno ESAT-6/CFP-10, houve diferenca entre
os grupos TB e LTBI (Fig.5A, p<0,05). O mesmo néo foi observado para o antigeno
DosR Rv1733, onde os grupos TB ativa (OM) e LTBI nao diferiram (Figura 5C).
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Figura 5 - Niveis séricos de anticorpos IgG contra os antigenos de fase ativa e antigenos de fase de
laténcia no soro de contatos TB com infeccao latente. Antigenos DosR ESAT-6/CFP-10 (A) e Rv0717
(B) e antigenos DosR Rv1733 (C), Rv2628 (D), Rv2029 (E). Foram avaliados os grupos: controle
sadio, PPD negativo (CS; n=16); contatos TB - infec¢do latente, PPD positivo, (LTBI; n=9), e grupo
de pacientes com tuberculose ativa (TB; n = 20). IE = indice ELISA.
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4.5 Avaliacao da reatividade de anticorpos IgG1 de pacientes com tuberculose
ativa, contatos TB e controles sadios frente a antigenos de Mycobacterium
tuberculosis.

A reatividade de anticorpos IgG1 frente a antigenos DosR (Rv1733, Rv2628 e
Rv2029) e antigenos da fase ativa da infeccéo pelo M. tuberculosis (ESAT-6/CFP-10
e Rv0717) foi avaliada em pacientes com TB ativa e TB latente (contatos TB) em
comparacao ao grupo controle sadio PPD negativo. A figura 6 (6A, 6C e 6D) mostra a
presenca de niveis aumentados (p < 0,05) de anticorpos IgG1l contra a molécula
hibrida ESAT-6/CFP-10 e contra os antigenos Rv1733 e Rv2029 no soro de pacientes
com TB pulmonar ativa em comparacdo com 0s niveis encontrados no grupo controle
(p<0,05). Interessantemente, o grupo de individuos contatos TB apresentou niveis
elevados de anticorpos IgG1 especificos para os antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv1733
e Rv2029, em relacdo ao grupo controle sadio (Figura 6A, C e D). A resposta de IgG1
frente ao antigeno de fase ativa Rv0717 foi maior no grupo de pacientes com TB ativa,
em comparacdo ao grupo de contatos TB (p < 0,05, Figura 5B). Com relacdo ao
antigeno de fase de laténcia Rv2628, ndo houve diferenca entre os grupos estudados
(Figura 6E).
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Figura 6 - Niveis séricos de anticorpos IgG1 contra os antigenos de fase ativa e antigenos de fase
de laténcia no soro de contatos TB com infecgéo latente. Niveis séricos de anticorpos IgG1 contra
os antigenos de fase ativa, ESAT-6/CFP-10 (A) e Rv0717 (B), e antigenos DosR Rv1733 (C),
Rv2628 (D), Rv2029 (E). Foram avaliados os grupos: controle sadio PPD negativo (CS; n=16);
contatos TB PPD positivo, (LTBI; n=9), e pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB; n=20). IE
= indice ELISA.
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4.6 Producéo de IFN-y e CXCL-10 em resposta aos antigenos ESAT-6/CFP-10,
Rv1733 e Rv2029 em pacientes com TB ativa comparado com individuos
contatos TB com diagndstico de infecgao latente.

Constatada a presenca de anticorpos IgG e IgG1 no soro de pacientes com TB
ativa e em contatos TB PPD positivos (com diagnoéstico de infeccdo latente), foi
avaliado nesses grupos a producao de IFN-y e CXCL-10 por células mononucleares
de sangue periférico (PBMC) estimuladas com os antigenos ESAT-6/CFP-10
(representando a fase ativa da infec¢@o) e os antigenos Rv1733 e Rv2029 (da fase
de laténcia). Esses antigenos foram selecionados e estudados por terem apresentado
melhor desempenho nos ensaios soroldgicos anteriores. Foram avaliados os
seguintes grupos: (i) pacientes com tuberculose ativa (n=8); (ii) contatos TB (n=8); (iii)
individuos controle sadio PPD negativos (n=8).

Os resultados mostram uma producgdao significativa de IFN-y pelos grupos TB
ativa e LTBI em comparacdo com o grupo controle sadio em resposta ao antigeno
ESAT-6/CFP-10 (p<0,05, Figura 7). Para o antigeno de fase de laténcia Rv1733 foi
observada uma producéo elevada de IFN-y pelo grupo LTBI, sendo significativamente
maior em relacdo aos grupos CS e TB ativa (p<0,05, Figura 7). Com relacdo ao
antigeno Rv2029 ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados,
havendo somente uma tendéncia do grupo LTBI apresentar maior producao de IFN-y
gquando comparado com os grupos CS e TB ativa (Figura 7). Interessantemente,
apesar de nao haver diferenga significativa na produgdo de CXCL-10, os grupos
demonstraram um perfil de resposta bem semelhante ao apresentado pela producao
de IFN-y (Figuras 7 e 8). Os grupos TB ativa e LTBI mostraram uma tendéncia em
produzir maior quantidade de CXCL-10 em comparacdo ao grupo CS quando
estimulados com ESAT-6/CFP-10. Além disso, para os antigenos DosR Rv1733 e
Rv2029 houve uma tendéncia do grupo LTBI produzir maior quantidade de CXCL-10
guando comparado com os demais grupos (Figura 8). Conforme esperado, a producao
de IFN-y e CXCL10 foi maior apds estimulagcdo com o mitdgeno PHA, nos trés grupos

avaliados.
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Figura 7 - Avaliagcdo da producgéo de IFN-y por PBMC em resposta aos antigenos ESAT-6/CFP-10,
Rv1733 e Rv2029. Foram estudados os grupos: controle sadio PPD negativo (CS; n=8); contatos
TB PPD positivos ou grupo infeccao latente (LTBI; n=8), e grupo de pacientes com tuberculose ativa
(TB OM; n = 8).
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Figura 8 - Avaliagdo da producdo de CXCL-10 por PBMC em resposta aos antigenos ESAT-6/CFP-
10, Rv1733 e Rv2029. Foram estudados os grupos: controle sadio PPD negativo (CS; n=8); contatos
TB PPD positivos ou grupo infeccdo latente (LTBI; n=8), e grupo de pacientes com tuberculose ativa
(TB OM; n = 8).
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4.7 Producdo de citocinas por células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) apos estimulagdo com os antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv1733 e Rv2029,
em pacientes com tuberculose em diferentes etapas do tratamento

guimioterapico.

A producéo de IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-10 e IL-4 em resposta aos antigenos
ESAT-6/CFP-10 (representando a fase ativa da infeccdo) e frente aos antigenos
Rv1733 e Rv2029 (da fase de laténcia), foi avaliada no sobrenadante de culturas
(PBMC) usando o método de CBA. Nesse ensaio foram avaliados os seguintes
grupos: (i) pacientes com tuberculose ativa (n=10); (ii) pacientes com 3 meses de
quimioterapia (n=10); (iii) pacientes com 6 meses de quimioterapia (n=10); e, (iv)
individuos controle sadio (n=10). A figura 9 mostra que a producao de IFN-y e TNF-a
foi elevada no grupo de pacientes com TB ativa em resposta ao antigeno ESAT-
6/CFP-10, em comparacédo ao grupo CS (p<0,05). Tais valores de IFN-y e TNF-a
permaneceram elevados apds trés meses de tratamento. AplGs seis meses de
tratamento o grupo TB ativa mostrou niveis de IFN-y e TNF-a similares aqueles
observado no grupo controle sadio. Interessantemente, os antigenos Rv1733 e
Rv2029 induziram um pico de resposta de IFN-y apds trés meses de quimioterapia em
comparacao com o grupo TB ativa (p<0,05). Em contraste, os antigenos Rv1733 e
Rv2029 foram capazes de estimular alta producdo de TNF-a somente em pacientes
com trés meses de quimioterapia em comparacdo com O grupo controle sadio
(p<0,05). Os grupos estudados nédo diferiram na producdo de IL-17, IL-10 e IL-4.

Confirmando uma polarizagédo de uma resposta para o perfil Thl (Figura 9).
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Figura 9 - Producéo de IFN-y (A), TNF-a (B), IL-17 (C), IL-10 (D) e IL-4 (E) por PBMC apods estimulacdo com ESAT-6/CFP-10,
Rv1733 e Rv2029. Foram estudados os grupos: controle sadio (CS; n=10); pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB 0M,;
n=10); pacientes com 1 a 3 meses de quimioterapia (TB 1-3M; n=10); pacientes que completaram 6 meses de quimioterapia (TB
6M; n=10). Diferenca estatistica (p < 0,05).
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4.8 Niveis de quimiocinas e IFN-yno soro de pacientes com TB ativa em
diferentes etapas do tratamento e em contatos TB com diagnéstico de infeccéo
latente.

Visando detectar biomarcadores de infeccdo ativa e latente na tuberculose,
foram investigados os niveis de quimiocinas CCL2, CXCL8, CXCL9 e CXCL10 no soro
de individuos com diagnéstico de infeccdo latente e em pacientes com TB pulmonar
em diferentes estagios de tratamento, usando o método CBA. Foram avaliados os
seguintes grupos: (i) pacientes com tuberculose ativa, iniciando o tratamento (n=20);
(i) pacientes com 3 meses de quimioterapia (n=20); (iii) pacientes com 6 meses de
quimioterapia (n=20), (iv) individuos com infeccdo latente (n=10); (v) individuos
controle sadio PPD negativos (n=17) (Figura 10). Além disso, em um estudo
longitudinal, amostras de soro de dez pacientes com TB ativa foram avaliadas quanto
aos niveis de quimiocinas por CBA, antes do tratamento e apés completado seis
meses de quimioterapia (Figurall).

Os resultados mostram que 0s pacientes com TB ativa no inicio de tratamento
(TB OM) apresentaram niveis significativos de CXCL9 e CXCL10 em relacdo aos
grupos CS e LTBI (p<0,05), além disso, os niveis tanto de CXCL10 como os niveis de
CXCL9 diminuiram significativamente apés 6 meses de tratamento em relacdo ao
grupo com TB ativa (p<0,05) (Figura 10A e B, Fig.11). Nao foram observadas
diferencas nos niveis de CXCL9 e CXCL10 entre os grupos CS e LTBI (Figuras 10 —
A e B). Os niveis de CXCL8 foram também mais elevados no grupo com TB ativa, em
comparacao ao grupo CS (p<0,05), no entanto, esses niveis se mantiveram apos seis
meses de tratamento (TB 6M). Interessantemente, o grupo LTBI apresentou niveis
significativos de CXCL-8 quando comparado com o grupo CS (p<0,05) (Figura 10C).
Com relacéo aos niveis séricos de CCL2, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura
10D).
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Figura 10 - Niveis séricos de CXCL-10 (A), CXCL-9 (B), CXCL-8 (C), CCL-2 (D) e IFN-y (E)
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5 DISCUSSAO

O diagnastico precoce e o tratamento regular sdo medidas fundamentais para o
controle da tuberculose (Xu et al., 2012; Zhang et al., 2013). O diagndstico da TB
baseia-se nos sintomas clinicos dos pacientes, achados radiolégicos e na
identificacdo do microrganismo pelo exame microscopico e/ou cultura. Entretanto, tais
meétodos apresentam algumas limitagcdes, como a baixa sensibilidade do exame de
escarro, a demora para obter o resultado da cultura e a baixa especificidade dos
exames clinicos e radioldgicos. O diagndstico imunol6gico ou imunodiagnéstico, que
visa avaliar a resposta imune celular e humoral do hospedeiro frente a antigenos do
bacilo, € considerado uma opc¢ao atraente para identificar a presenca de infecgéo pelo
M. tuberculosis ou a doenca (Zhang et al., 2013). Recentemente, novos métodos
baseados na quantificagao “in vitro” da resposta imune celular tém utilizado ensaios
de deteccdo de IFN-y que quantificam a liberacdo desta citocina por linfécitos T em
resposta a antigenos especificos do M. tuberculosis (Chee, Barkham, et al., 2009;
Latorre e Dominguez, 2015). Nesse contexto, tendo como ferramentas novos
antigenos relacionados as fases de laténcia ou antigenos DosR (Rv1733,Rv2628,
Rv2029, Rv1733), antigenos da fase de reativacdo da doenca ou antigenos Rpf
(Rv0867, Rv2389) e antigenos da fase de multiplicacdo ativa do M. tuberculosis
(ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv3353). Os resultados mais importantes deste presente
trabalho foram: (i) Pacientes com TB ativa apresentaram niveis elevados de
anticorpos IgG1 contra antigenos de diferentes fases da infec¢éo pelo M. tuberculosis,
havendo diminuigdo apds 6 meses de tratamento; (ii) Analise da curva ROC mostrou
alta sensibilidade e especificidade dos antigenos Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628,
Rv2029 e Rv0867 no diagnostico da TB; (iii) Contatos TB apresentaram niveis
aumentados de anticorpos IgG e IgG1 contra os antigenos ESAT-6/CFP-10 e Rv1733,
e alta producéo de IFN-y em resposta ao Rv1733; (iv) Alta producao de IFN-y e TNF-
a foi observada no sobrenadante de culturas de PBMC de pacientes com TB pulmonar
ativa em resposta ao antigeno ESAT-6/CFP-10 e em uma mesma analise foram
observados niveis reduzidos de IL-4, IL-10 e IL17, confirmando uma polariza¢éo para
uma resposta tipo Thl na infeccéo pelo M. tuberculois; (v) Niveis séricos elevados de
CXCL-8, CXCL-9 e CXCL-10 foram detectados na fase ativa da infeccdo, sendo

observado diminuicdo de CXCL-9 e CXCL-10 ap6s 6 meses de tratamento.
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Embora durante a infeccdo pelo M. tuberculosis a resposta imune celular seja
mais importante na defesa contra a micobactéria e o papel da imunidade humoral
permaneca incerto, anticorpos IgG especificos a micobactéria estdo presentes em
pacientes com TB, sugerindo que a caracterizacdo de anticorpos especificos no soro
humano pode ser de grande valor para o diagnostico da TB (Wu et al., 2010; Welch
et al., 2012).

O diagndstico sorolégico € um método atraente por ser um teste relativamente
simples de ser implementado, de baixo custo, e por ndo requerer células vivas. Além
disso, apresenta vantagens em certas situagcbes onde o paciente € incapaz de
produzir escarro adequado para o exame de baciloscopia ou quando este apresenta
baciloscopia negativa, como em casos de criancas com TB e de pacientes com TB
extrapulmonar (Abebe et al., 2007; Zhang et al., 2013). No entanto, ainda que 0s
ensaios soroldgicos apresentem muitas caracteristicas que poderiam otimizar o
diagnéstico da TB, até o momento, nenhum teste apresentou niveis satisfatorios de
sensibilidade e especificidade, que resultasse na padronizacdo e validacdo destes
testes para serem utilizados no diagndstico da TB (Weldingh et al., 2005). Por esse
motivo a Organizagdo Mundial de Saude, em 2011, elaborou um documento
orientando a néo utilizacao de testes sorolégicos no diagndstico da TB (Who, 2011).

Com o desenvolvimento de técnicas moleculares avancadas, numerosos
antigenos tém sido identificados e aplicados no sorodiagnéstico da TB (Xu et al., 2012;
Zhang et al., 2012). Neste estudo, utilizando o método de ELISA, avaliamos o
potencial diagnoéstico de antigenos do M. tuberculosis de fase ativa (Rv0717 e
Rv3353), antigenos DosR (Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv1737) e antigenos Rpfs
(Rv0867, Rv2389), através de sua deteccdo por anticorpos IgG1l especificos
presentes no soro de pacientes com TB e em individuos controles sadios. Como
controle positivo foi utilizada a proteina de fusdo ESAT-6/CFP-10, antigeno
imunodominante, preservado em linhagens virulentas, tais como M. bovis e M.
tuberculosis e ausentes em linhagens do M. bovis BCG e em micobactérias do
ambiente (Mahairas et al., 1996).

Neste trabalho, conforme esperado, pacientes com TB ativa apresentaram niveis
elevados de anticorpos IgG1 contra o ESAT-6/CFP-10, quando comparados ao grupo
controle sadio vacinado com BCG. Além disso, a analise da curva ROC mostrou
sensibilidade de 91% e especificidade de 82%, confirmando o bom desempenho da
proteina de fusdo ESAT-6/CFP-10 no diagnéstico da TB (Mattos et al., 2010).
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Entretanto, Xu et al. (2012) observaram sensibilidade de 65% e especificidade de 91%
ao detectarem anticorpos IgG contra ESAT-6/CFP-10, enquanto Greenaway et al.
(2005) obtiveram sensibilidade de 67% e 63% e especificidade de 51% e 53%, frente
aos antigenos ESAT-6 e CFP-10, respectivamente. Tal variabilidade na sensibilidade
e especificidade pode estar relacionada com o nivel de exposi¢cao da populacdo ao
patogeno. Hoff et al. (2007) observaram que individuos de area endémica para TB,
como a Etiopia, apresentaram niveis mais elevados de anticorpos especificos para
antigenos do M. tuberculosis que individuos de areas ndo endémicas, como a
Dinamarca, e areas de intermediaria endemicidade, como o Brasil.

Os resultados deste presente trabalho mostram que seis dos nove antigenos
testados, dois expressos na fase ativa (Rv0717 e Rv3353), trés na fase de laténcia
(Rv1733, Rv2628 e Rv2029) e o Rpf Rv0867, expresso na fase de reativacao,
apresentaram niveis elevados de anticorpos IgG1 especificos no soro de pacientes
com TB ativa, apresentando sensibilidade de 82 a 100% e especificidade de 82 a 95%.
Interessantemente, diferentes estudos tém demonstrado bom desempenho na
atuacao dos antigenos Rv1733 (Leyten et al., 2006; Black et al., 2009; Schuck et al.,
2009; Kassa et al., 2012; Serra-Vidal et al., 2014), Rv2029, Rv2628 (Leyten et al.,
2006; Chiacchio et al., 2011), Rv0867 (Chegou, Black, et al., 2012; Huang et al., 2013),
em discriminar individuos com infeccdo latente, através da producéo de IFN-y. Os
resultados do presente estudo sugerem que os antigenos Rv0717, Rv3353, Rv1733,
Rv2628, Rv2029 e Rv0867 apresentam grande potencial como candidatos para o
diagnéstico da TB. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar a
sensibilidade e especificidade destes antigenos na detec¢éo de pacientes com TB em
populacdes com alta incidéncia de infeccao latente.

Em estudo recente realizado pelo nosso laboratério, niveis de anticorpos IgG
anti-16kDa aumentaram significativamente nos pacientes TB ap0s 3 meses de
quimioterapia em relacéo aos pacientes TB nao tratados. Sugerimos que tal fendbmeno
é consistente com as caracteristicas do antigeno 16kDa, um antigeno citosolico. O
inicio da quimioterapia, neste caso, pode ocasionar a morte das bactérias com
liberacdo de grande quantidade de proteina, e consequentemente, intensa
estimulacdo da resposta humoral e aumento dos niveis de anticorpos anti-16kDa
(Mattos et al., 2010). No presente estudo, o mesmo foi observado para o antigeno de
fase ativa Rv0717, uma proteina ribossomal 30S (Cole e Cook, 1998), e para o

antigeno de laténcia Rv1733, possivel proteina de membrana (Leyten et al., 2006).
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Assim como o 16kDa, tanto Rv0717 como Rv1733 referem-se a proteinas que néo
séo secretadas durante a infeccéo, sendo possivel que ocorra uma grande exposi¢ao
destes antigenos apés inicio do tratamento, levando, consequentemente, a uma
intensa resposta humoral. Alternativamente, a quimioterapia pode favorecer o
desaparecimento da circulacdo de antigenos micobacterianos, o que poderia resultar
na diminuicdo da formagdo de complexos imunes, favorecendo a deteccdo de
anticorpos especificos (Imaz e Zerbini, 2000).

A analise da curva ROC, tendo como parametro o grupo de pacientes com 1-3
meses de tratamento, mostrou que quatro dos nove antigenos testados, um expresso
na fase ativa (Rv0717), dois antigenos de laténcia (Rv1733, Rv2628) e o Rpf Rv0867
apresentaram melhor desempenho que o ESAT-6/CFP-10, com uma sensibilidade de
95 a 100% e especificidade de 90 a 95%, sugerindo que os antigenos Rv0717,
Rv1733, Rv2628 e Rv0867 podem atuar como bons marcadores para monitorar o
tratamento da TB.

O presente trabalho também mostrou que, apds completado o tratamento, os
titulos de anticorpos diminuem significativamente, retornando a niveis similares
aqueles observados em individuos controles nao infectados. Em concordancia, Sireci
et al. (2007) observaram niveis reduzidos de anticorpos IgG especificos ao antigeno
16kDa em criancas com TB ap0s a quimioterapia. Nossos resultados estdo também
em conformidade com estudos que sugerem a importancia dos anticorpos IgG1l no
monitoramento do tratamento contra a TB, funcionando como biomarcadores da
doenca (Drowart et al., 1991; Biraro et al., 2015). Além disso, estudos mostram uma
predominancia de anticorpos IgG1 em relacéo as subclasses IgG2 e IgG4 no soro de
pacientes com TB ativa, sugerindo que IgGl seja um importante marcador no
diagnodstico da TB (Hussain et al., 1995; Gupta et al., 2005; Mattos et al., 2010).

Trabalhos recentes tém dado grande importancia a pesquisa de biomarcadores
gue consigam distinguir pacientes com TB ativa de individuos que séo portadores de
infeccao latente (Walzl, Ronacher et al. 2011, Clifford, Zufferey et al. 2015, Wu, Wang
et al. 2016). O teste tuberculinico ou teste Mantoux foi descrito em 1912 por Charles
Mantoux e € até hoje utilizado no diagnéstico da TB latente, apesar de sua
especificidade ser comprometida devido a reacdes cruzadas com a cepa vacinal do
M. bovis (BCG) e com as micobactérias ndo-tuberculosas (Nayak e Acharjya, 2012).
Além disso, o teste apresenta baixa sensibilidade em pacientes imunocomprometidos

(Latorre e Dominguez, 2015). O ensaio de liberagéo de IFN-y (IGRA) foi implementado
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recentemente como um método alternativo para o diagndstico da LTBI (Lalvani e
Pareek, 2010). Entretanto, apesar de ser um teste mais especifico que a prova
tuberculinica, o IGRA nao consegue diferenciar pacientes com TB ativa de individuos
com infeccdo latente e, portanto, ndo se mostra como um teste ideal para o
diagnostico da TB em paises onde grande proporgcéo da populagéo esta propensa a
abrigar a forma latente da infeccdo (Chee, Barkham, et al., 2009; Lalvani e Pareek,
2010). O presente estudo avaliou o perfil de anticorpos séricos IgG e IgG1 contra os
antigenos de fase de laténcia (Rv1733, Rv2628 e Rv2029) e antigenos de fase ativa
(ESAT-6/CFP-10 e Rv0717) do M. tuberculosis em individuos contatos TB com
diagnostico de infeccao latente, em comparacdo com pacientes com TB ativa e
controles sadios. Nossos resultados mostram que niveis aumentados de anticorpos
IgG especificos para o antigeno ESAT-6/CFP-10 foram detectados no soro de
pacientes com TB ativa quando comparado aos controles sadio e contatos TB. Além
disso, o grupo de contatos TB apresentou niveis de anticorpos IgG contra o antigeno
ESAT-6/CFP-10 e contra o antigeno DosR Rv1733 significativamente mais altos
guando comparado com grupo controle sadio. Diferente dos nossos resultados, outros
autores mostraram que apesar dos pacientes com TB apresentarem niveis
aumentados de anticorpos IgG anti-ESAT-6/CFP-10, os grupos de individuos contatos
e controles sadio ndo diferiam quanto aos niveis de anticorpos IgG no soro (Legesse
etal., 2013; Hur, Kim, et al., 2015). Entretanto, Hoff et al. (2007) mostraram resultados
semelhantes aos nossos achados quando analisaram o perfil de anticorpos IgG no
soro de pacientes com TB ativa, individuos contato TB e controles sadios de uma
populacéo residente no Estado de S&ao Paulo, Brasil. Além disso, foi demonstrado que
o perfil de anticorpos pode variar de acordo com o grau de exposi¢do da populacdo a
infec¢do. Paises com alta endemicidade para TB apresentaram niveis de anticorpos
significativamente mais elevados na populacdo que paises com intermediaria e baixa
endemicidade (Hoff et al., 2007). Isto indica que a incidéncia da TB em um
determinado pais tem uma forte influéncia sobre as respostas de anticorpos a
antigenos do M. tuberculosis, provavelmente, refletindo a exposicdo repetida ao
patdogeno (Hoff et al.,, 2007). Corroborando com essa hipétese, Fabri (2015)
observaram niveis significativos de anticorpos anti-Mycobaterium leprae no soro de
individuos contatos e na populagdo em geral, em uma regido endémica para a

Hanseniase no Estado de Minas Gerais.
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Estudos em humanos e modelos animais demonstraram que os titulos de
anticorpos anti-M. tuberculosis estdo correlacionados com a carga bacteriana do
paciente (Achkar e Ziegenbalg, 2012; Achkar e Casadevall, 2013). Interessantemente,
respostas aumentadas de anticorpos foram associadas a carga bacteriana na infec¢ao
pelo Mycobacterium leprae. Fabri (2015) observaram que pacientes com a forma
clinica virchowiana, caracterizada pela intensa bacteremia, apresentaram niveis mais
elevados de anticorpos do que pacientes com a forma clinica tubercul6ide,
caracterizada por uma carga bacilar menos intensa. Além disso, a producdo de
anticorpos pode diferir durante a infeccdo latente e a doenca ativa na TB,
apresentando assim, um amplo espectro de respostas humorais dependente do
estagio de infeccdo do hospedeiro (Davidow et al., 2005; Senoputra et al., 2015).

Com relacdo a dosagem de IgGl anti-ESAT-6/CFP-10, observamos que
pacientes com TB ativa ndo apresentaram diferenca no perfil de anticorpos quando
comparados com o grupo apresentando infeccéo latente. O mesmo resultado foi
observado para os antigenos Rv1733 e Rv2029 na deteccdo de IgG1l e para os
antigenos Rv0717, Rv1733 e Rv2029 na deteccdo de IgG total. Embora tais
resultados sugerem que IgG anti-ESAT-6/CFP-10 seja um bom marcador da infec¢ao
latente, o fato de pacientes com TB ativa apresentarem niveis significativos de
anticorpos anti-ESAT-6/CFP-10 pode gerar conflitos no diagndstico da TB latente
versus doenca ativa. Desta forma, estes resultados indicam que a deteccédo de IgG
para os antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv0717, Rv1733 e Rv2029, e de IgG1 contra os
antigenos ESAT-6/CFP-10, Rv1733 e Rv2029 pode auxiliar no diagnéstico da TB
ativa, funcionando como um biomarcador, mas assim como o IGRA, néo foi capaz de
discriminar a TB ativa da infeccao latente (Janssens et al., 2007; Chee, Lim, et al.,
2009).

Diversos trabalhos tem utilizado antigenos expressos nas diferentes fases do
ciclo de vida do M. tuberculosis para explorar a resposta de linfocitos T produtores de
IFN-y na pesquisa por biomarcadores que apresentem melhor capacidade em
discriminar pacientes com TB ativa de individuos com a infec¢do latente (Latorre e
Dominguez, 2015; Goletti et al., 2016). Aléem disso, estudos tem identificado outros
marcadores como citocinas e quimiocinas que, em tese, poderiam auxiliar no
diagndstico e ajudar a monitorar a resposta ao tratamento na TB (Clifford et al., 2015;
Goletti et al., 2016). Com essa expectativa e com base em estudos anteriores

desenvolvidos pelo nosso grupo (Abramo et al., 2006; Almeida Cde et al., 2009; Mattos
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et al.,, 2010), o antigeno ESAT-6/CFP-10 (fase de doenca ativa) e os antigenos
Rv1733 e Rv2029 (fase de laténcia) foram selecionados para a avaliagéo do perfil de
resposta celular de pacientes TB e individuos contatos TB com diagndstico de
infeccéo latente. Os resultados obtidos mostraram elevada producgéo de IFN-y e TNF-
a quando PBMC de pacientes com TB pulmonar ativa foram estimuladas com ESAT-
6/CFP10. Em concordancia com o0s nossos resultados, Kassa et al. (2012)
demonstraram que pacientes com TB ativa apresentam niveis elevados de IFN-y e
TNF-a em resposta ao antigeno ESAT-6/CFP-10. Além disso, estes achados
confirmam os resultados observados no estudo desenvolvido pelo nosso grupo, que
aponta um perfil de resposta Thl em pacientes com TB pulmonar ativa (Mattos et al.,
2010). Além disso, também observamos no presente estudo, que pacientes com TB
ativa e individuos com infeccéo latente apresentaram producao significativa de IFN-y
guando comparados aos controles sadios. No entanto, pacientes com TB ativa e
individuos com infeccdo latente ndo diferiram quanto a producdo de IFN—y. Em
conformidade com o0s nossos resultados, Schuck et al. (2009) ndo observaram
diferenca entre os niveis de IFN—y produzidos pelos grupos de pacientes com TB ativa
e LTBI em resposta ao antigeno ESAT-6/CFP-10. O mesmo foi observado por Hur,
Kang, et al. (2015) em resposta aos antigenos ESAT-6, CFP-10 e TB7.7. Esses
resultados sugerem que o antigeno ESAT-6/CFP-10 tem um potencial limitado para o
diagnéstico da TB, uma vez que, assim como o IGRA, ndo consegue discriminar a TB
ativa da infeccao latente (Latorre e Dominguez, 2015). Desta forma, podemos concluir
que a dosagem de IFN—y e TNF-a no sobrenadante de cultura de pacientes com TB
ativa em resposta ao ESAT-6/CFP-10 pode auxiliar no diagnoéstico da TB, mas falha
em discriminar a infecgéo latente da infeccao ativa.

Para os antigenos de laténcia Rv1733 e Rv2029, ndo houve diferenca
significativa na producao de IFN-y e TNF-a entre o grupo de pacientes com TB ativa
e 0 grupo controle sadio. Entretanto, foi observado um pico na producao dessas
citocinas no grupo de pacientes com 3 meses de tratamento. Contrario aos Nossos
resultados, Kassa et al. (2012) detectaram niveis significativos de IFN-y no sangue
total de pacientes com TB ativa apdés estimulo com o antigeno Rv1733.
Interessantemente, no presente trabalho, niveis de IFN-y detectados no sobrenadante
de cultura de células PBMC estimuladas com o antigeno de laténcia Rv1733 em

individuos contatos TB foram significativamente maiores quando comparados aos
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niveis mensurados no sobrenadante de cultura dos pacientes com TB ativa e controles
sadios. Em concordancia com esses resultados, Schuck et al. (2009) também
observaram niveis significativos de IFN-y no sobrenadante de cultura de individuos
contatos TB com diagnoéstico de infeccdo latente, quando comparados com pacientes
com TB ativa e controles sadios. Em conformidade, Serra-Vidal et al. (2014) também
observaram niveis elevados de IFN-y no sobrenadante de cultura de contatos TB
guando comparados com controles sadio e pacientes com TB ativa. No entanto, em
contraste com o nosso estudo, a producao de IFN-y foi avaliada do sobrenadante que
ficou em cultura por apenas 18 horas. Isto difere do nosso trabalho, que dosou IFN-y
apos 96 horas de cultura, e reforca a importancia de uma padronizacao do tempo de
cultura para aplicacdes futuras no diagnostico da TB latente. Outro estudo, realizado
em trés paises com grande prevaléncia de TB latente, Africa do Sul, Gambia e
Uganda, mostrou que o antigeno de laténcia Rv1733 é fortemente reconhecido nessas
populacdes (Black et al., 2009). Estes resultados sugerem que a dosagem de IFN-y
no sobrenadante de cultura apos estimulo com o antigeno de laténcia Rv1733 pode
ser considerado promissor para auxiliar no diagnéstico da infeccao latente pelo M.
tuberculosis.

Assim como os antigenos Rv0717 e Rv1733 induziram um pico de resposta por
anticorpos IgG1 apos 1-3 meses de tratamento, similarmente, niveis de TNF-a e IFN-
y em resposta aos antigenos ESAT-6/CFP-10, Rvl733 e RV2029 aumentaram
significativamente apés 3 meses de tratamento e reduziram aos niveis do controle
sadio apos 6 meses de quimioprofilaxia. De acordo com nossos achados, estudos
desenvolvidos por outros autores tem mostrado reducao dos niveis de IFN-y e TNF-
a no soro/plasma e no sobrenadante de cultura de pacientes apos 6 meses de
tratamento (Ameglio et al., 2005; Peresi et al, 2008, Su et al., 2010).
Interessantemente, Ribeiro-Rodrigues et al. (2002) mostraram que escarro de
pacientes com TB apoés o tratamento apresentaram niveis reduzidos de IFN-y e TNF-
a, 0 que foi correlacionado com reducdo da carga bacilar. Além disso, Nicol et al.
(2005) observaram aumento no numero de células produtoras de IFN-y em resposta
aos antigenos PPD e ESAT-6 ap6s um més de tratamento em criangas com TB, e
esses niveis diminuiram apoés trés e seis meses. Uma possivel compreensao para
esse fendbmeno se deve ao fato de que a secrecdo de proteinas especificas do M.
tuberculosis, como ESAT-6/CFP-10, requer bacilos viaveis e metabolicamente ativos,
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logo as células produtoras de IFN-y e TNF-a. poderiam estar presentes em alta
frequéncia durante a fase de ativa replicacédo bacteriana. Com o inicio do tratamento,
h& um aumento da exposicdo dessas proteinas, pela morte das bactérias, o que
justificaria o pico na deteccao dessas citocinas apds 3 meses de tratamento. Apos
completada a quimioterapia, e havendo diminuicdo da exposicdo a esses antigenos,
haveria uma reducdo no nimero de células produtoras de IFN-y e TNF-a e diminui¢ao
da producédo dessas citocinas.

Diferente dos resultados encontrados para IFN-y e TNF-a, ndo observamos
nenhuma alteracéo nos niveis de IL-17, IL-10 e IL-4 no sobrenadante de cultura dos
grupos testados. Em conformidade com os nossos resultados, Hur, Kang, et al. (2015)
ndo observaram diferenca nos niveis de IL-17, IL-10 e IL-4 no sobrenadante de cultura
em resposta aos antigenos ESAT-6, CFP-10 e TB7.7 quando pacientes com TB ativa
foram comparados com controles sadios. Interessantemente, niveis elevados de IL-
10 e IL-4 tém sido detectados em pacientes com TB severa (Rook et al., 2004). Esses
pacientes mostram um perfil clinico diferente dos pacientes avaliados no presente
estudo, no qual predominam formas menos graves da TB. Explicando o papel
regulatorio dessas citocinas, foi descrito na literatura que baixos niveis de IL-10 e IL-
4 podem favorecer o desenvolvimento de uma resposta tipo Thl, uma vez que a IL-
10 pode, indiretamente, inibir a resposta Thl por reprimir a secre¢édo de IL-12 por
macrofagos ativados (Higgins et al., 2009). A IL-4 pode atuar reprimindo a expressao
do receptor de IL-12 , desviando a resposta para um perfil Th2 (Szabo et al., 1997).
Assim, nossos resultados sugerem a polarizacdo de uma resposta com o perfil tipo
Th1l na tuberculose pulmonar, corroborando achados anteriores (Mattos et al., 2010).

Diferente dos resultados obtidos para IFN-y, ndo foi detectado aumento
significativo da quimiocina CXCL-10 por PBMC em resposta ao estimulo com ESAT-
6/CFP-10. No entanto, foi observada uma tendéncia em detectar maior producéo de
CXCL-10 nos grupos TB ativa e LTBI comparado ao grupo controle sadio. Apesar de
nao apresentar diferenca significativa, esta tendéncia parece estar em conformidade
com os resultados apresentados por outros autores que observaram maior producao
de CXCL-10 pelos grupos TB ativa e LTBI quando comparado com o grupo controle
sadio, em resposta aos antigenos ESAT-6, CFP-10 e TB7.7 (Hong et al., 2012;
Tebruegge et al., 2015). Interessantemente, contrario a dosagem no sobrenadante, o

nivel de CXCL-10 encontrado no soro de pacientes com TB ativa foi significativamente



87

mais alto quando comparado com o nivel encontrado no soro dos individuos com LTBI
e controle sadio. Além disso, os niveis de CXCL-10 no soro de pacientes com TB
diminuiram significativamente apos 6 meses de tratamento. Almeida Cde et al. (2009)
ja haviam observado que os niveis de CXCL-10 aumentados antes do tratamento,
eram semelhantes ao observado no grupo controle apés completado o tratamento anti
TB. Hong et al. (2012) observaram resultados semelhantes quando dosaram CXCL-
10 no soro e no sobrenadante de cultura de pacientes com TB ativa em comparacao
com individuos com LTBI e controles sadio e, em um outro estudo, observaram que
0s niveis de CXCL-10 diminuiram significativamente com o tratamento (Hong et al.,
2014). Embora Azzurri et al. (2005) tenham obtido resultados semelhantes ao
observarem niveis elevados de CXCL-10 no plasma de pacientes com TB ativa, niveis
significativos de CXCL-10 foram detectados no soro de controles que tiveram contato
doméstico com pacientes TB, em comparacdo com controles sadios, formado por
individuos representantes da comunidade. Assim, embora estudos apontem o CXCL-
10 como um marcador promissor no diagnostico da infeccao pelo M. tuberculosis,
ainda ha muita controvérsia quanto a sua capacidade em discriminar os pacientes
com TB ativa dos individuos com infeccéo latente (Ruhwald et al., 2008; Hong et al.,
2012; Biraro et al., 2015; Tebruegge et al., 2015).

Resultados semelhantes aos descritos acima foram observados, no presente
estudo, para as quimiocinas CXCL-8 e CXCL-9. Pacientes com TB ativa apresentaram
niveis aumentados dessas quimiocinas no soro quando comparados com individuos
contatos TB com diagnostico de TB latente e com controles sadios. Além disso, para
a quimiocina CXCL-9, mas nao para CXCL-8, a quantidade da quimiocina diminuiu
significativamente apos 6 meses de tratamento. Estudos tém mostrado a presenca de
niveis significativos de CXCL-9 no sobrenadante de cultura de pacientes com TB
pulmonar ativa em resposta ao antigeno ESAT-6/CFP-10 (Abramo et al., 2006) e
CXCL-8 e CXCL-9 no plasma de pacientes com TB ativa (Alessandri et al., 2006;
Almeida Cde et al., 2009). Em concordancia com os nossos resultados, Juffermans et
al. (1999) ndo observaram niveis reduzidos de CXCL-8 no soro apo0s o tratamento
anti-TB. No entanto, diferindo dos nossos dados, estudos tem observado reducéo dos
niveis de CXCL-8 no plasma apoés o tratamento (Alessandri et al., 2006; Almeida Cde
et al., 2009). Uma possivel explicacdo para os niveis elevados de CXCL-8 no soro
apos o tratamento pode estar na manipulacdo do sangue para sua obtencao, uma vez

que a preparacao do soro esta associada a ativacao plaquetéria, e ja foi observado
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que as plaguetas quando ativadas podem conduzir a liberacdo de algumas
guimiocinas, dentre elas o0 CXCL-8 (Gear e Camerini, 2003). Com relacdo a CXCL-9,
assim como CXCL-10, estudos tém mostrado que, ap0s o tratamento, pacientes TB
apresentam reduzidas taxas dessas quimiocinas no plasma (Alessandri et al., 2006;
Almeida Cde et al., 2009; Hong et al., 2014).

As quimiocinas estdo envolvidas na quimiotaxia e ativacao de leucocitos com o
propésito de auxiliar na formacédo do granuloma e controlar a infeccdo causada pelo
M. tuberculosis (Algood et al., 2003). Ambos, CXCL-9 e CXCL-10, séo capazes de
atrair linfécitos T ativados, incluindo células expressando CXCR-3, sendo razoavel
sugerir que a concentracdo aumentada dessas quimiocinas pode desempenhar um
papel importante na inducdo do recrutamento de linfécitos T na formacédo do
granuloma, auxiliando no controle da TB. Por outro lado, apds a quimioterapia o
declinio nos niveis das quimiocinas parece espelhar um sucesso no controle do
crescimento da micobactéria e consequente diminuicdo da inflamacéo granulomatosa
(Alessandri et al., 2006). Em sintese, esses resultados sugerem que as quimiocinas
CXCL-8, CXCL-9 e CXCL-10 podem contribuir para auxiliar no diagnéstico da TB.
Além disso, as quimiocinas CXCL-9 e CXCL-10 podem ser utilizadas como parametro
para monitorar a eficiéncia do tratamento anti-TB.

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram uma avaliag&o inicial de
possiveis biomarcadores que podem, no futuro, auxiliar no diagnéstico da tuberculose
€ no monitoramento do tratamento anti-TB. Entretanto, para isso, estudos adicionais
utilizando um nimero maior de pacientes, e de diferentes regibes endémicas e nao
endémicas para tuberculose, sdo necessarios para validar os resultados apresentados

e identificar pontos de corte adequados.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a detecgéo de anticorpos IgG1 contra
os antigenos Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867 pode

representar uma ferramenta adicional no diagndstico da TB.

A elevada producéo de citocinas especificas a antigenos do M. tuberculosis, a
deteccdo de niveis aumentados de anticorpos IgG1 antigeno-especificos e a
alta producdo de quimiocinas mensuradas no soro podem servir como

biomarcadores no diagndstico e no monitoramento da TB.

Esse trabalho sugere também um papel promissor do antigeno DosR Rv1733
para auxiliar no diagnéstico da infeccao latente pelo M. tuberculosis, pois foi

capaz de estimular uma producao elevada de IFN-g nesses individuos.
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ANEXO

Publicacbes alcancadas no periodo do doutorado, relacionadas com o

diagndstico soroldgico na Tuberculose, Hanseniase e Leishmaniose Visceral Canina

(LVC), e um artigo (minireview) envolvendo o estudo de mecanismos relacionados ao

estado de laténcia do Mycobacterium tuberculosis.

1)

2)

Detection of IgG1 antibodies against Mycobacterium tuberculosis DosR
and Rpf antigens in tuberculosis patients before and after chemoterapy.
Ana Méarcia Menezes Mattos, Alexandre Silva Chaves, Kees L.M.C. Franken,
Barbara Bruna Muniz Figueiredo, Ana Paula Ferreira, Tom H. M. Ottenhoff,
Henrique Couto Teixeira. Tuberculosis. Este estudo sugere que a deteccao
de anticorpos IgG1l especificos contra Rv0717, Rv3353, Rv1733, Rv2628,
Rv2029 e Rv0867 pode representar uma ferramenta adicional no diagndstico
de tuberculose ativa. Além disso, anticorpos IgG1l contra Rv0717, Rv3353,
Rv1733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867, aumentados ap6s a introducdo da
guimioterapia, podem servir como biomarcadores para monitorar o tratamento

da tuberculose.

Antigen-specific assessment of the immunological status of various
groups in a leprosy endemic region. Angélica da Conceicao Oliveira Coelho
Fabri, Ana Paula Mendes Carvalho, Sérgio Araujo, Luiz /ricardo Goulart, Ana
Marcia Menezes de Mattos, Henrique Couto Teixeira, Isabela Maria Bernardes
Goulart, Malcolm S. Duthie, Rodrigo Correa-Oliveira, Francisco Carlos Félix
Lana. BMC Infectious Diseases. Neste estudo, altas taxas de anticorpos
contra os antigenos LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 foram observados
entre varios grupos da populagéo. Altos niveis de anticorpos especificos para
0os antigenos estudados, também foram observados nos pacientes
multibacilares (MB) e nos contatos domiciliares de pacientes multibacilares
(HHC). Alem disso, foi observada uma correlacdo positiva entre sorologia e o
indice bacteriano. Os antigenos LID-1 e NDO-LID apresentaram maior

capacidade para identificar HHC e individuos infectados com M. leprae na



3)

4)
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populacdo em geral. PGL-1 apresentou maior grau de positividade que NDO-
HSA para todas as formas de hanseniase e para HHC. Resultados sugerem
gue o antigeno NDO-LID pode ser importante na vigilancia de HHC e da
populacdo em geral. Além disso, esses dados fornecem evidéncias de que
todos os antigenos testados sdo instrumentos relevantes para apoiar a
classificacdo operacional da hanseniase e também podem ser utilizados para
identificar os individuos infectados com M. leprae. Os resultados deste estudo
indicam a necessidade de maior vigilancia nos servicos de saude em regifes
com alta endemicidade para hanseniase, visto que muitos casos atualmente
nao sao diagnosticado e estes casos, provavelmente, contribuem para a
transmissdo continua de M. leprae e a manutencdo da doengca como um

problema de saude.

Diagnostic accuracy of rKLO8 versus rK26 ELISAs for screening of canine
visceral leishmaniasis. Lily Abad, Caroline Almeida, Ana Marcia Mattos, Ana
Carolina Mendonca, Marcia José Alves, Aimara Pinheiro, Renato Porrozzi,
Elfadil Abass, Ulrich Steinhoff. Acta Tropica (Submetido). O diagndéstico
leishmaniose visceral canina (LVC) ainda precisa ser melhorado para alcancar
uma taxa de deteccdo mais precisa. Neste estudo, a acuracia do antigeno
rKLO8, uma nova proteina recombinante, com atividade de cinesina, obtida a
partir de L. donovani, foi investigada e comparada com o antigeno de referéncia
rk26, usando o método de ELISA. rKLO8 mostrou um desempenho semelhante
em comparacdo com rK26. Além disso, a combinacao de rKLO8 com rK26 no
mesmo teste mostrou um melhor desempenho para o diagnéstico da LVC.
Estes resultados sugerem uma potencial aplicacdo da proteina rKLO8 para

melhorar o diagnéstico da LVC.

Challenging Mycobacterium tuberculosis dormancy mechanisms and
their immunodiagnostic potential. Alexandre Silva Chaves, Michele
Fernandes Rodrigues, Ana Marcia Menezes de Mattos, Henrique Couto
Teixeira. The Brazilian Journal of Infectious Disease. Neste artigo de revisao

discutimos brevemente alguns mecanismos pelos quais o M. tuberculosis é



124

capaz de manter-se em um perfil de baixo metabolismo, permitindo-lhe
sobreviver em um ambiente agressivo como € frequentemente encontrado no
hospedeiro. Esses mecanismos funcionam sob controle genético, e os seus
produtos podem afetar a estrutura bacteriana, bem como seu metabolismo,
conduzindo a um meio de escapar do sistema imune do hospedeiro. O principal
ponto a ser levado em consideracao é que a infec¢do latente é realmente parte
de um espectro maior em que se insere o ciclo de vida de M. tuberculosis, e
isto deve ser levado em consideracdo quando se analisa a resposta
imunoldgica global contra o patégeno, bem como na pesquisa de novas
ferramentas de diagndéstico para controlo da tuberculose.



