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RESUMO

Introducéo: A avaliagdo de risco para tuberculose (TB) em profissionais da saude
baseia-se no numero de individuos doentes atendidos nas instituicdes, na evidéncia
de sua transmissdo entre pessoas dentro das instituicdes, ou célculo de taxas de
conversdo do teste cutaneo tuberculinico (TCT). Sugere-se que 0s resultados
negativos para este teste sejam repetidos periodicamente, de acordo com o risco
gue a instituicdo apresente e, ou, apds exposi¢cdes ocupacionais. O fato de apenas
10% das pessoas infectadas com Mycobacterium tuberculosis desenvolverem a
doenca clinica sugere que diversos mecanismos podem desempenhar um papel
importante na imunopatogénese da doenca. Estudos genéticos estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de identificar possiveis marcadores de predisposicéo
ou protecdo ao desenvolvimento desta doenca e sugerem que o desequilibrio na
producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias tem um importante papel na TB.
Objetivo: Avaliar a liberacdo de interferon gama (IFN-y) e o polimorfismo de
citocinas nos PS com TCT de repeticdo, negativo e positivo, que trabalham em uma
unidade de referéncia secundaria e terciaria em TB. Métodos: A populacdo do
estudo foi constituida por 48 profissionais TCT de repeticdo negativo, com resultado
<5 mm e 45 TCT positivo > 10 mm. O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue
total, utilizando o kit de extracdo de DNA mini spin Kasvi. Foi realizada a
genotipagem das citocinas (IL6, IL10, TNF, IFN-y, TGFB1) e a associagédo entre o
polimorfismo +874T/A do genelFN- y ,0 resultado do ensaio de liberacdo de
interferon gama IGRA (QFT®) e o TCT. Resultados: N&o foi observada diferenga
estatistica no polimorfismo do gene IFN-y +874 T/A e o resultado do IGRA e TCT. A
concordancia entre o TCT e IGRA foi feita utilizando o indice Kappa que mostrou
k=0,24. Os resultados relativos aos fenétipos previstos de alto (TT), intermediario
(TA) e baixo produtor (AA) de IFN-y, a partir do polimorfismo na posi¢cdo +874T/A,
em ambos 0s grupos mostrou que a maior frequéncia foi o de baixo produtor. Ao
analisar o grupo TCT+ / IGRA +, os dados mostram correlacéo dos testes in vivo e in
vitro para reatividade em 24 individuos. O polimorfismo desses individuos tem o
perfil dos fendétipos previstos de baixo produtor, sendo apenas 6 de intermediario e 3
de alto produtor. Concluséo: A concordancia entre o TCT e o IGRA na populacéo
estudada é mediana e nado foi observada diferenca no polimorfismo do gene IFN-
y+874T/A para frequéncia de fendtipo previsto de baixo produtor, comparando os
grupos do estudo e seus respectivos IGRA. Os polimorfismos dos genes IFN y
+874T/A, TNF -308G/A, IL6 -174G/C IL10 - 1082G/A, -819C/T e -592C/A e TGFB1 -
509 C/T ndo parecem ser marcadores de predisposicdo ou protecdo ao
desenvolvimento da TBIL. Foi encontrada diferenca estatistica no gene TGF1 +869
T/C.

Palavras-chave: Profissionais da Saude TCT, Polimorfismo de citocinas IFN-y, IGRA
-QFT®.



ABSTRACT

Introduction:The evaluation risk for tuberculosis (TB) in health care workers is
based on the number of individuals in medical attendance in health care institutions,
the evidence of transmission between people inside an institution, or by the
tuberculin skin test convertion. It is suggested that negative results in tuberculin skin
test should be repeated periodically based on the risk of acquiring tuberculosis on
each institution or after occupational exposition. The fact that only 10% of exposed
people to Mycobaterium tuberculosis develop clinical illness suggests that several
mechanisms can play an important role in the imunopathogenesis of the disease.
Studies have been developed to try to identify genetic markers of predisposition on
protection claiming that the production of cytokines may be implicated in the
pathogenesis of tuberculosis and the development of clinical disease. Objective: To
determinate the level of interferon gamma (IFN-y) and the polymorphism of cytokine
production on patients with repeatedly negative and positive tuberculin skin test in an
unit of reference in tuberculosis treatment. Methods: The group of individuals is
composed of 48 professionals with tuberculin skin test negative (< 5mm) and 45
professionals with tuberculin skin test positive (>10mm). The genetic DNA was
extracted from serum, using extraction kit for DNA “mini spin Kasvi’. Cytokines
genotyping was performed of IL-6, TNF, IFN, TGFB1 and IL-10 as well as association
between polymorphism +874T/A of IFN-y gen and response to the tuberculin skin
test or the IFN gamma essay. Results: No statistical significant difference was
observed in the genetic polymorphism +874 T/A of the IFN-y and tuberculin skin test
results or IFN gamma essay. The currency of skin tuberculin test and IFN gamma
was based on Kappa index shown k=0,24. The analysis of phenotypes as high (TT),
intermediate (TA) or low (AA) producers of IFN gamma has shown that the highest
frequency was of low producers. Skin tuberculin test patients with positive data
showed correlation on in vivo and in vitro tests for reactivity in 24 individuals. The
polymorphism of those individuals has the same profile of the phenotypes of low
producers, 6 intermediate and 3 high producers. Conclusions: It was observed a
median correlation level between the groups. It was also observed an statistic
difference in genetic polymorfism for the phenotype TGFB1 +869T/C (p=0,0402), but
it was not observed difference in genetic polymorphism for the phenotype of low
producers in comparison with study groups and their respective interferon gamma
release assay (IGRA). The genetic polymorphism of IFN y +874T/A, TNF -308G/A,
IL6 -174G/C IL10 - 1082G/A, -819C/T e -592C/A e TGFB1 509 C/T does not seem to
be predispositive markers or protection to develop TB.

Keywords: Health care professionals, tuberculin skin test, cytokines polymorphisms,
IFN-y, IGRA -QFT®.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mecanismos de imune ativacao da tuberculose: IFN-y, interleucina;

linfécito T, linfotoxina; RN/OI, intermediarios reativos de nitrogénio / oxigénio; TNF...

Figura 2 - . Mecanismos de imune ativag&o da TB; .............euuviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 23

Figura 3 - Mapa da Distribuicdo da Tuberculose Infeccao Latente nos 113 paises
com renda alta ou de rendimento médio superior com uma taxa de incidéncia
estimada de menos de 100/100.000 habitantes, que sdo o publico principal
das diretrizes da gestao de infeCGaO0 ..........coovvveeieiiiiii, 26

Figura 4- Fotografia representativa de um gel de agarose pos-eletroforese de

produtos de DNA amplificados (PCR) de amostra de sangue de um dos

1o [AVTo [0 T0 XS0 Lo T =T (F o o 51
Figura 5 -. Discriminagdo dos PS participantes do estudo por categoria
PrOfiSSIONAL.....ceeeeeeieee e —————— 58

Figura 6 - Frequéncia fenotipica do gene IFN-y +874A/T e o teste IGRA de PS TCT
LLSTo = LAY o TP PURPPPP P 81

Figura 7 - Frequéncia fenotipica do gene IFN-y +874A/T e o teste IGRA de PS TCT

01011117/ TP PPURUPPURSPRRS 81


file:///C:/Users/thais_000/Desktop/THAIS-MARILDA_DOUTORADO/ESQUEMAS%20ADAPTADOS.docx%23_Toc440239020
file:///C:/Users/thais_000/Desktop/THAIS-MARILDA_DOUTORADO/ESQUEMAS%20ADAPTADOS.docx%23_Toc440239020
file:///C:/Users/thais_000/Desktop/THAIS-MARILDA_DOUTORADO/ESQUEMAS%20ADAPTADOS.docx%23_Toc440239020
file:///C:/Users/thais_000/Desktop/THAIS-MARILDA_DOUTORADO/ESQUEMAS%20ADAPTADOS.docx%23_Toc440239021

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracterizacdo sociodemografica dos participantes do estudo......57

Tabela 2 — Mediana e percentual de leucécitos e a média da PCR em sangue
periférico dos participantes do eStUdO. ..........cevvviieeeiiiiiiiciee e 59

Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo +874 T/A (rs 2430561) do gene de IFN-y dos individuos com
TCT de repetiCAo Negativo € POSITIVO. ......uuuurriiiiiiiieeeeeee e 61

Tabela 4 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo -174 G/C (rs 1800795) do gene de IL-6 dos individuos com TCT
de repetiCA0 NEGALiVO € POSITIVO. ......uuiiiiiiiiiiiiee e e e e 64

Tabela 5 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenoétipicas previstas
para o polimorfismo -308 G/A (rs1800629) do gene TNF dos individuos com TCT de
repeticao Negativo € POSITIVO........oeeiiiiiiieiei et 66

Tabela 6 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para os polimorfismos -1082 A/G (rs1800896); -592C/A (rs1800872), -819C/T
(rs1800871) do gene IL-10 dos individuos com TCT de repeticdo negativo e
[ST0 LS 1110 TSP PPPPPPPR 69

Tabela 7 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo -869T/C cddon 10 (rs 1800470) do gene TGFB1 dos individuos
com TCT de repetiCao Negativo € POSITIVO. ........cvviieiiiiiiiiiieei e 72

Tabela 8 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo cédon 25G/C (rs1800469) do gene TGFB1 -509 C/T dos
individuos com TCT de repeticdo negativo € POSItIVO..........ccevveiieiiiiieiiieiiiiiis 73



Tabela 9 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo do gene de TGF-B1 cdédon 10T/C (rs 1800470) e codon 25G/C
(rs1800469) do gene TGFB1 dos individuos com TCT de repeticdo negativo e
01017111/ T 74

Tabela 10 — Comparacao entre os resultados de teste cutédneo tuberculinico (TCT) e

ensaio de deteccao de interferon gama (IGRA)..........oooviviiiiiiiiiiiii e 77

Tabela 11 - Fendtipo previsto e polimorfismo genético do IFN-y +874A/T em relacéo
A0 IGRA 8 T T e et e e et e e e et et b e e e e e e b 80



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BAAR — Bacilo alcool-acido resistente

BCG — Bacilo de Calmette Guérin

CFP-10 — Cultura de Proteina Filtrada 10 kDa

DNA — Acido desoxiribonucleico

ESAT-6 — Antigeno Secretorio 6 kDa

ELISA — Ensaio de Absorgdo Imunoensaio

IFN-y — Interferon-Gama

IGRA — Ensaio de Liberacgéo de Interferon-Gama

IL — Interleucina

LT — Linfécito T

M. — Mycobacterium

MHC — Complexo Principal de Histocompatibilidade
NK — Células Matadoras Naturais

OMS - Organiza¢do Mundial da Saude

PAMP — Padrdo molecular associado a patégeno
PCR-SSP — Reacdao de polimerizacdo em cadeia
PCR-SSP — Reacédo de polimerizacdo em cadeia — SSP (primers sequéncia
especifico)

PNCT - Programa Nacional de Controle de Tuberculose
PPD — Derivado Protéico Purificado

TB — Tuberculose

QFT® — Quantiferon®-TB Gold in Tube

SNP — Polimorfismo de um Unico nucleotideo

TBIL — Tuberculose infeccao latente

TCT — Teste Cutaneo da Tuberculina

TGF-B — Fator de Transformacéo do Crescimento Beta
Th — Células T Helper

TNF — Fator de Necrose Tumoral

Treg — T regulatéria



SUMARIO

R RI0] 51U 07-X 0 1T 14
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt sttt 17
2.1 AGENTE ETIOLOGICO ....ooviiieeceeceeeeeeeeee ettt sttt 18
2.2 IMUNOPATOGENESE DA TUBERCULOSE ......coeoviiiiieiieeeeeeeeee e, 18
2.2.1 TUDEICUIOSE PrIMAIIA.....uueiii e et e e e e e e e e e e e eeaaan s 21
2.2.2 TUDEICUIOSE SECUNUANTA .....ceiiiiiiiiieee et 22
2.2.3 Tuberculose INfeCCA0 1atente .........coooeeiiieie e 23
2.3 METODOS DIAGNOSTICOS ..ottt sesnenenens 27
2.3.1 Teste Cutdneo TuberculiniCo - TCT ..occiieiiiiiiiieieeee e 27
2.3.2 Ensaio de liberagao de IFN-y (IGRA) ..o 29
2.3.3 Radiografia do tOrax - RX .......oiiiiiiiiiiiiiee e 30
2.3.4 BACIOSCOPIA ..o 31
2.3.5 Cultura para microbactéria...............uuiiiiiiieiiicce e 31
2.3.6 DIagNOStICO MOIECUIAN .......uuiiiieeeieeee e e 32
2.4 POLIMORFISMO GENETICO DE CITOCINAS ......ceiviiiieeeceeeeeee e, 32
2.4.1 IFN-y e o polimorfismo no gene IFN-y +874T/A (rs 2430561)..............ccceeeen. 35

2.4.2 TGF-B1 e o polimorfismo no gene TGFB1 -869T/C cbédon 10 (rs 1800470) e
TGFB1 -509C/T c0don 25 (rs 1800469). ......eeriieeeeiiiiiiiiiiieieee e e e e eiiieeee e e e e 36

2.4.3 TNF e o polimorfismono gene TNF -308G/A (rs1800629)............cccoeeeeeeeeeeeenn. 38

2.4.4 IL-10 e o polimorfismono no gene IL10 -819C/T (rs1800871), IL-10 -592C/A

(rs1800872), IL-10 -1082A/G (rSI800896); ........veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeeseeeee e 40
2.4.5 IL-6 e o polimorfismono no gene IL6 -174G/C (rs 1800795) ......ccccovvevviviieennns 41
S OBUIETIVOS ..ottt e e e e et e e e e e era e aaee 43
3.1 OBJIETIVO GERAL .ottt e e e e e ean e aeees 43
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ocueiiteeeeeceeeeeee ettt 44

B HIP OTESES ..o e 45



5 MATERIAL E METODOS ......oouiiiiieeie ettt ettt a7

5.1 ASPECTOS ETICOS.... .ottt sttt 48
5.2 ANALISE ESTATISTICA ...ooiiiiiiiiiiiiesieie ettt 48
5.3 SELECAO DA POPULACAQO DE ESTUDO .....cooveuiiieeeiecieeeeeeeeee e 48
5.3.1 CritérioS de INCIUSEO......ccciiiiiiiiiiiiiieiee et 49
5.4 COLETA E PROCESSAMENTO DA AMOSTRA ... 50
5.4.1 EXtracao dO DNA GENOMICO .....cccvvviiiiiiieie et e e e e e e e e e e e eeaaan s 50
5.4.2 Genotipagem de Citocinas (IL-6, IL-10, TNF, IFN-y eTGF-B1)..........ccevvvvvrnnnn.. 51
5.4.3 Revelacédo do Resultado em Gel de agaroSe..........ccooeeeevvveevviiiiiieeeeeeeeeeinn, 52
5.4.4 Dosagem de IFN-Y- IGRA (QFT®) ....uuiiiiiieiiiieeiiee e 53
5.5 FLUXOGRAMA DO ESTUDO ...ttt 55
6 RESULTADOS E DISCUSSOES ......ooiiiiieiceeieceeceeee et 56

6.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E LABORATORIAIS DOS GRUPOS DE

PROFISSIONAIS DE SAUDE PARTICIPANTES DO ESTUDO.......c.cooovveieiecirnen. 57
6.1.1 Grupo TCT de repetiCio NEGALIVO ......ccoeeeeeeeeeeeee e 57
6.1.2 GrupO TCT POSITIVO ..o 58
6.2. RESULTADOS DO HEMOGRAMA E PCR ULTRA SENSIVEL ........cccccevvunene... 59
6.3 POLIMORFISMO EM GENES DE CITOCINAS ... 61
6.3.1 Polimorfismo do gene do IFN-y +874 T/A (rs 2430561) .........ccooovveeeieiieeeeene. 61
6.3.2 Polimorfismo do gene IL6 -174 G/C (rS1800795) ......ccoeeveiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeee 64
6.3.3 Polimorfismo no gene TNF na posicdo -308 G/A (rs1800629)..............cceeee.... 66

6.3.4 Polimorfismo no gene IL10 nas posicbes -1082A/G (rs1800896); -592C/A
(rs1800872), -BLIC/T (FSL80087L). . .uuurieiieieeeeeiiiiiiiiiieee e e e e e e e et e e e e e e e e esnaarreeeeaeas 68

6.3.5. Polimorfismo no gene TGFB1-869T/C codon 10 (rs 1800470) e TGFB1 -
509C/T cOAon 25 (s 1800469)......ccccciuuiriiiiieeeeeeeeciiiee e e e e e e e e s e e e e e e e e s asnaarreeeeeens 71

6.3.5.1 Codon 10 (rs 1800470) do gene TGFB1 -869T/C......ccoeeviieeeiiieeiieeeeeeee, 71
6.3.5.2 Codon 25G/C (rs1800469) do gene TGFB1 -509 C/T ...ccoovvvveeeiiiieiiiieeeeeee, 72



6.3.5.3 Distribuicdo das frequéncias fenotipicas codon 10T/C (rs 1800470) e codon
25G/C (rs1800469) dO geNE TG BT ..o 73

6.4 CORRELACAO ENTRE O TCTE IGRA ....oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75

6.4.1 Resultados do TCT de repeticdo negativo e TCT positivo em comparacdo ao
1] SRRSO PRRRPR 76

6.4.2. Associagdo entre o polimorfismo +874 A/T do gene IFN-y e o resultado do

IGRA € TCT oottt ettt ettt ae et e et eae et e e e te et e e eteeaennanes 78
7 CONCLUSOES ..ottt 84
8 CONSIDERACOES FINAIS. ... 86

O REFERENCIAS ..o ettt 88



14

1 INTRODUCAO



15

A Tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa que tem como agente
etiologico o Mycobacterium. tuberculosis (M. tuberculosis), sendo considerada um
problema de saude global. Estima-se que em 2014 ocorreram 9,6 milhdes de novos
casos de TB levando a um milhdo de 6bitos. O Brasil ocupa o 16° lugar em namero
absoluto de casos, entre os 22 paises que sao considerados prioridade pela OMS e
responsaveis por 80% do total de casos de TB (WHO, 2015a).

Em geral, a fonte de infeccéo € o individuo com a forma pulmonar da doenca,
ao eliminar bacilos para o exterior. Calcula-se que, durante um ano, numa
comunidade, um individuo bacilifero podera infectar, em média, de 10 a 15 pessoas
(BRASIL, 2002a).

Entre os principais fatores de risco para a TB infeccéo latente (TBIL) e TB
doenca em profissionais de saude (PS) destacam-se o tempo e a frequéncia de
exposi¢cdo ao bacilo, a atividade profissional e o contato com espécimes clinicas
infectantes (BRASIL, 2011a).

Outros aspectos relacionados ao mecanismo de transmissdo sdo a
suscetibilidade, o estado imunolégico do individuo exposto, a carga bacteriana e
fatores ambientais (CDC, 2010).

O contato com o bacilo da TB pode resultar em trés condi¢des distintas no
hospedeiro: a eliminacdo dos bacilos, impedindo a infeccdo; a TBIL, onde ha
controle, mas nao eliminacéo da infeccdo e TB doenca (GIDEON et al., 2011).

Desse modo, dentre as pessoas expostas a esse patdégeno, 30-50% tornam-
se infectadas — o0 que denominamos de TBIL — e 5 a 10% desenvolverdao a doenca.
A TBIL pode ser contida por meio de uma resposta imune celular efetiva e persistir
neste estagio de laténcia por muitos anos sem os individuos apresentarem 0s
sintomas da doenca. Entretanto, se houver condi¢cdes de depressdo imunoldgica,
este equilibrio pode ser rompido e o individuo desenvolver a TB ativa (MENZIES et
al., 2011).

Os profissionais de saude (PS) constituem uma das categorias para fatores
de risco para TB, em comparacdo com a populacao geral. Estudos evidenciam que
algumas categorias de PS tém maior probabilidade de infeccdo do que outras.
Dentre estas, a equipe de enfermagem (trés a vinte vezes), patologistas clinicos
(seis a onze), técnicos de laboratério de bacteriologia (duas a nove), pneumologistas
tisiologistas (seis vezes) e estudantes de medicina / enfermagem / fisioterapia

(quatro a oito vezes), assim como o PS portador de alguma condicdo que afete sua
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resposta imunoldgica, tém risco mais elevado de desenvolver a doenca (ANDRADE,
2001; FAVERO et al., 2012).

A investigacdo da TBIL em PS deve ser verificada através dos exames
admissionais e periodicos por meio do teste cutaneo tuberculinico (TCT). Em 1999,
foi elaborada uma portaria que instituiu uma lista de doencas relacionadas ao
trabalho na qual inclui a TB (BRASIL, 2006; BRASIL, 2008).

A transmissao nosocomial da TB em unidades de saude pode acometer tanto
os PS como os pacientes atendidos. Diante de tal fato, ressalta-se que o risco de
transmissdo da doenca ndo se relaciona com o tipo de unidade de salde, mas sim
com o fato do PS compartilhar o mesmo espaco fisico com o portador de TB ou ter
contato com espécimes clinicas infectantes (JENSEN et al., 2005).

Diversos estudos, realizados em diferentes etnias, tém identificado
associacdes entre os polimorfismos de base Unica (SNPs) em diversos genes
candidatos na modulagdo da resposta imune a TB, entretanto, oS mecanismos
moleculares responsaveis pela suscetibilidade ao bacilo ainda ndo estdo bem
esclarecidos.

No presente estudo foi avaliado o teste de ensaio de liberagdo de interferon
gama (IGRA) e o polimorfismo em genes de citocinas de profissionais da salde com
TCT de repeticdo negativo e TCT positivo e a caracterizacdo do fendétipo previsto do
polimorfismo do gene IFN-y +874 T/A (rs 2430561) em relacdo ao IGRA e TCT de

PS que trabalham em uma unidade de referéncia secundaria e terciaria para TB.
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2.1 AGENTE ETIOLOGICO

O M. tuberculosis pertence a ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae, e € a principal espécie do complexo M.tuberculosis.

O complexo M.tuberculosis refere-se ao grupo de espécies (M. tuberculosis,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, M. bovis,
Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipedii) que sdo geneticamente muito
semelhantes (FORRELLAD et al.,2013)

Geneticamente, as espécies do complexo M. tuberculosis tém 99,9% de
homologia da sequéncia de nucleotideos, assim como sequéncias idénticas do RNA
ribossomal 16S. O genoma é rico em DNA repetitivo e sequéncias de insercéo (IS)
como 1S6110 e 1S1081 (SMITH, 2003).

A sequéncia do genoma melhor caracterizado € o M. tuberculosis H37Rv, que
compreende 4.411.529 pares de bases, cerca de 4.000 genes, e possui alto teor de
guanina e citosina. A partir da sequéncia do genoma, identificou-se que o bacilo da
TB é capaz de sintetizar todos os elementos essenciais como: aminoacidos,
vitaminas e cofatores enzimaticos, embora algumas das vias envolvidas possam ser
diferentes daquelas encontradas em outras bactérias e também possa metabolizar
uma variedade de fontes de carbonatos, hidrocarbonetos, alcoois, cetonas e acidos
carboxilicos (COLE et al.,1998).

2.2 IMUNOPATOGENESE DA TUBERCULOSE

Apoés a inalagdo do bacilo, as barreiras fisicas como os pelos nasais, a
angulacado das vias aéreas sdo 0S mecanismos iniciais da resisténcia inespecifica.

No entanto, esse sistema de defesa pode nao ser eficiente e os bacilos
podem atingir os alvéolos pulmonares e a infecgdo tuberculosa tem inicio. A
probabilidade de a infeccéo evoluir para TB doenca depende das caracteristicas do
bacilo e dos fatores imunes do hospedeiro.

A imunidade mediada por células desempenha um papel importante no

desenvolvimento dos sintomas da doenca. Dentre os sintomas classicos da TB
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pulmonar destacam-se a tosse persistente, produtiva ou nao (com muco e
eventualmente sangue), febre vespertina, sudorese noturna e emagrecimento.

Os mecanismos envolvendo a integridade do sistema imune, a relacao entre
macrofagos e linfécitos T, a viruléncia da cepa infectante, a concentracdo do bacilo
inalado, fatores genéticos, ou induzidos pela propria micobactéria como mecanismo
de escape, tém papel importante na patogenia (SILVA et al., 2004; TEIXEIRA et al.
2007).

A fagocitose do M. tuberculosis mediada pelo macréfago alveolar e
possivelmente pelas células dendriticas € um fator desencadeante de todo o
processo de infeccdo-doenca. Esse mecanismo tem seu inicio com a fusdo do
fagossoma contendo o bacilo com o lisossoma onde se encontram substancias
nocivas cujo objetivo é a destruicdo do bacilo. O fagolisossoma formado liga-se ao
bacilo por meio de receptores de complemento e principalmente do receptor de
manose. No entanto, a glicoproteina lipoarabinoman, presente na superficie do
bacilo, pode mediar a interacdo entre 0s receptores de manose e a micobactéria.
Dentro do fagolisossoma, o bacilo sofre a acdo do pH é&cido e de intermediarios
reativos de oxigénio e de nitrogénio de enzimas lisossémicas, de peptideos téxicos e
do interferon gama (IFN-y). Porém, o bacilo pode resistir aos mecanismos imunes e
multiplicar-se dentro dos macréfagos (CAMPOS, 2006).

As células dendriticas e os macrofagos do tecido invadido tém uma variedade
de receptores dentre esses 0 grupo do sistema inato, os receptores Toll-Like (TLRS),
que desencadeiam uma grande variedade de moléculas de reconhecimento de
patégenos (PAMPs). Os TRLs humanos abrangem uma familia de proteinas da
superficie celular que estimulam a transcricdo de genes de citocinas inflamatérias
em resposta a varios ligantes microbianos. Desse modo, estes receptores
contribuem para o sistema imune inato através do reconhecimento de patdgenos e
induzem o desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Quando estes receptores
sdo ativados, inicia-se uma cascata de sinalizacdo que envolve diversas proteinas
intracelulares (YIM et al., 2010).

O reconhecimento do M. tuberculosis pelos TLRs inicia uma cascata de
sinalizacdo resultando na producdo das citocinas tais como: o fator de necrose
tumoral (TNF), a Interleucina 1 (IL-1), a IL-12 e os reativos intermediarios do
nitrogénio, contribuindo assim para uma rapida ativacdo dos mecanismos da

resposta imune. Uma vez que somente a resposta imune inata ndo elimine o
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patbgeno, havera necessidade da participacdo da resposta imune adaptativa que
pode ser mediada por anticorpos ou células (ARANCIBIA et al.,2007).

Os macrofagos, além de serem células efetoras, funcionam como células
apresentadoras de antigenos (APCs) que pode resultar na resposta imune
adaptativa de células T em Thl ou Th2, fundamentada no reconhecimento
especifico entre diferentes células e a secrecdo de fatores solUveis como as
citocinas e quimiocinas. Células CD4+ de perfil 1 (Th1l) exercem uma funcéo efetora
na resposta imune contra o bacilo (NORTH et al., 2004, RUSSELL et al., 2007).

As células NK, células citotoxicas da imunidade inata, sdo ativadas
diretamente por bactérias ou, indiretamente, em resposta a citocina IL-12,
proveniente de macréfagos ativados. As células NK ativadas induzem a produc¢éo de
IFN-y por linfécitos Thl, que resulta na morte do bacilo. Além disso, o IFN-y estimula
o monécito a produzir TNF, que por sua vez estimula a atividade bactericida
intracelular (MOUTINHO et al.,2011).

Esta ativacdo resultara na producdo de perdéxido de hidrogénio, anion
superéxido, oxido nitrico e enzimas lisossomais que sinergizam para destruir o
patégeno. O macréfago ativado via IFN-y pode ainda limitar o crescimento do bacilo
por maturacdo do fagossoma através do fagolissosoma e autofagolissosoma.
Entretanto, os macréfagos ativados via TLR2 induzem a resposta Th2, com
liberacdo de IL-10, TGFp e IL-6, 0 que leva a inibi¢do da resposta Th1l.

A expressdo de arginase 1 pelo macréfago via Th2 reduz o potencial
microbicida por éxido nitrico e formacéo de granuloma. O equilibrio inflamatério na
formacao do granuloma inclui células Th17 produtoras de IL-17 que potencializam a
resposta Thl. A IL-17 também contribui para o recrutamento de neutréfilos, que
aumentam o processo inflamatorio e a formacao do granuloma.

As células TCD8" citotoxicas tém papel fundamental na eliminacdo das
bactérias intracelulares, através da lise das células infectadas (TEIXEIRA et
al.2007).

Dentre as citocinas liberadas pelos linfécitos na resposta Thl, que
potencializam as defesas do hospedeiro, inclui-se o fator de necrose tumoral (TNF),
que induz a necrose de caseificacdo, a Interleucina - 2 (IL-2) e o IFN-y, que tornam
os macrofagos ativados e mais letais para o bacilo. Por outro lado, se a
diferenciacao for para a resposta imune do perfil Th2, seréo liberadas citocinas como

o fator transformador de crescimento beta (TGF-B), citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, que
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inibem a proliferacdo de linfocitos T e regulam negativamente o IFN-y e o TNF,
inibindo a ativacdo do macréfago e comprometendo as defesas contra a bactéria
demonstrada na figura 1 (LOPES et al.,2006).

Fusao do fagolisossoma
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Figura 1 — Mecanismos de ativacdo imune da tuberculose: IFN-y, interleucina;
linfécito T, linfotoxina; RN/OI, intermediarios reativos de nitrogénio / oxigénio; TNF.
Fonte: Adaptado de KAUFMANN, 2005.

2.2.1 Tuberculose priméria

A TB priméaria ocorre quando o individuo entra em contato com o bacilo pela
primeira vez e a principal via de transmisséo é aérea. Dessa maneira, as barreiras
naturais, a imunidade inata e adaptativa participa do mecanismo de defesa contra
esse agente.

Cerca de duas semanas apdés o inicio da infeccdo ha o desenvolvimento de
uma resposta imune detectada por uma positividade no TCT. Uma vez o bacilo
inalado, ele é fagocitado pelo macrofago alveolar e células dendriticas que circulam
na mucosa. Estas células migram para o linfonodo mediastinal e iniciam a

maturagdo das células T. Os macrofagos alveolares incapazes de conter a infecgédo
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acabam produzindo citocinas que estimulam a migracéo de células sanguineas para
auxilia-los. As primeiras células que chegam sao os polimorfonucleares. Ha
formacdo de uma reacdo inflamatéria inespecifica e em seguida mais macrofagos
sdo direcionados para o local da infeccdo. Tanto os polimorfonucleares como os
macréfagos sdo capazes de fagocitar os bacilos; porém, nesta etapa, estas células
sdo incapazes de destrui-los totalmente (CRUVINEL et al., 2010).

Apoés 3 a 4 semanas da infeccdo, os macréfagos ativados secretam citocinas
quimiotaticas, IFN-y, TNF, cuja finalidade é atrair células T para formar um
granuloma estavel que contera os bacilos. A TB primaria pode evoluir para uma cura
bacteriolégica, permanecer latente ou ocorrer uma disseminagdo bacilar por via
linfatica ou hematolégica, produzindo lesbes em diversos 6érgdos (ARAUJO et al.,
2008).

2.2.2 Tuberculose secundaria

A doenca secundaria ocorre apds uma infec¢do primaria devido a reativacao
do bacilo por origem endb6gena ou por origem exdgena, a partir de uma nova
exposicdo a micobactéria. A formacdo de lesbes cavitarias pulmonares € a
caracteristica mais importante da tuberculose secundaria (KAUFMANN et al., 2005).

O mecanismo da imunopatogénese da TB e a sequéncia de eventos na TB

pulmonar primaria e secundaria estdo mostrados na figura 2.
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Figura 2 — Mecanismos da imunopatogénese da TB. A sequéncia de eventos
na TB pulmonar priméria, a inalagdo do M.tuberculosis e o desenvolvimento da
imunidade mediada por células. A: Eventos que ocorrem nas primeiras trés semanas
apos a exposicdo. B: Eventos posteriores. O desenvolvimento de resisténcia ao
organismo é acompanhado pelo aparecimento de um TCT positivo.

Fonte: Adaptado de Robbins et al. J. Bases Patoldgicas das Doencgas. 7 ed.

Rio de Janeiro: Elsevier, 2005.

2.2.3 Tuberculose Infeccéao latente

A TBIL compreende o periodo entre a entrada do bacilo no organismo e o
aparecimento da TB doenca. Nao sdo evidenciados sinais e sintomas clinicos e
radiologicos de atividade da doenca. Contudo, apresentam TCT positivo (BRASIL,
2011).

As bactérias intracelulares dispéem de mecanismos de escape contra a

resposta imune, sendo os macréfagos os alvos preferenciais. Assim, os macréfagos
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que falham na eliminacdo das bactérias intracelulares podem levar ao
estabelecimento de uma infe¢do crbénica que resultara na formacdo de uma estrutura
caracteristica conhecida como granuloma, o qual tem como finalidade conter o
agente infeccioso e evitar a disseminacdao (MIRANDA et al.,2012).

Apds o encontro entre bacilo e macréfagos nas vias aéreas, o macrofago
infectado inicialmente pode facilitar a propagacdo da doenca por necrose celular
para disseminar os bacilos para outras células e promover a migracdo para locais
distantes dos pulmdes. Estes macréfagos infectados podem recrutar macréfagos
nao infectados para formar um granuloma. O granuloma tuberculoso consiste de um
acumulo de células fagocitarias infectadas com o bacilo da tuberculose: células
linfociticas, células dendriticas, endoteliais, fibroblastos e células estromais (DAVIS
et al., 2009).

Portanto, quando ha formacdo de granuloma, mas a replicacdo das
micobactérias no interior dos macréfagos € baixa, a infeccao fica restrita ao mesmo,
levando a um estado de “equilibrio” entre bacilo e hospedeiro, 0 que caracteriza a
TBIL. Desse modo, o granuloma funciona ndo s6 como uma barreira imunoldgica,
mas também anatdmica, ao encapsular e calcificar o bacilo que pode sobreviver no
interior do granuloma por vérios anos, tornando-se um reservatorio de infecgao.
(TUFARIELLO et al. 2003).

O TCT consiste de proteinas e polissacarideos do M. tuberculosis obtidos a
partir de culturas inativadas por aquecimento e posterior purificacdo por precipitacao.
Sendo o TCT também conhecido como Derivado protéico purificado (PPD).

Seu mecanismo imune é fundamentado por uma hipersensibilidade que
acontece em duas fases. Primeiramente, a fase de sensibilizacdo, em que ocorre o
contato inicial das células T auxiliares (Th) com o antigeno, seguido da proliferacéo
e diferenciacdo em células Thl. Posteriormente, a fase efetora, em que as células
Thl sensibilizadas secretam citocinas, mediando a reacao, ativando macrofagos e
células inflamatérias inespecificas.

Assim, a inoculacdo do PPD inicia-se uma resposta dependente da migracao
de células T CD4+ produtoras de INFy para o local da aplicacdo do antigeno. Estes
linfécitos T sensibilizados, apds o segundo contato com esse mesmo antigeno
tornam-se ativados e sao expressas no local de aplicacdo do antigeno. Os
macrofagos sao provavelmente as principais células apresentadoras de antigenos

(APC) na reacédo de hipersensibilidade tuberculinica. Estudos histologicos sugerem
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que células de Langerhans e CD1" também podem estar envolvidas (BRASIL,
2014a).

Doze horas apos o estimulo ao antigeno em um individuo previamente
sensibilizado, ha uma migracdo de linfocitos para as regibes perivasculares. A
populacdo de células CD4+ excede as de células CD8+ em dois por um (2:1) e
levam algumas células CD4+ a se infiltrarem na epiderme. Em 48 horas, células
CD1" também sdo encontradas, juntamente com macrofagos e células de
Langerhans, que comecam a migrar para fora da epiderme. Em seguida acontece
um aumento da permeabilidade vascular, com exsudacédo de fluidos, originando um
eritema e edema local na epiderme, chegando ao pico entre 72 - 96 horas apés a
administracao, fato que pode ser comprovado com formacdo de uma reagcao de
hipersensibilidade tardia tipo IV. Esse acumulo de células mononucleares representa
0 quadro histoldgico tipico do TCT visualizado macroscopicamente. (LUNA, 2003;
BRASIL, 2014b).

Para aferir o risco para TBIL quando € avaliado apenas o TCT alguns critérios
sdo fundamentais, tais como: o tamanho do diametro do endurado, idade,
probabilidade de risco para TBIL e critério clinico epidemiolégico.

Estima-se que um ter¢o da populagdo mundial esteja infectado pelo bacilo da
TB e o risco de TB doenca para uma pessoa com TBIL é estimado em 5 a 10%. A
maior parte dos casos ocorre dentro dos primeiros cinco anos da infeccdo (WHO,
2015).

Os dados sobre a TBIL no Brasil ainda sdo insuficientes, em razdo da
inexisténcia da obrigatoriedade de notificacdo. Até 2010, apenas alguns casos de
TBIL eram tratados com quimioprofilaxia, mas, a partir deste ano, a indicacao foi
ampliada com o objetivo de evitar adoecimento para aquelas pessoas com maior
risco de desenvolver a TB entre esses os PS. Segundo o Ministério da Saude,
devem ser consideradas condi¢fes prioritarias no processo de avaliacdo de contatos
e tratamento de TBIL: profissionais da saude, criangas menores de 5 anos, pessoas
portadoras de condi¢cdes consideradas de alto risco (transplantados, uso de
corticosteroides, insuficiéncia renal, dentre outras (BRASIL,2010).

Em 2015, a Organizagdo Mundial da Saude expandiu a coleta de dados
relacionados com a TBIL enfatizando que é importante a realizacdo de um estudo
especial das politicas e das praticas existentes em paises com uma renda alta e

meédia e com uma taxa de incidéncia de menos de 100 por 100 000 habitantes. Os
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objetivos especificos incluem identificar e priorizar os grupos de risco da populacéo
para a intervencdo direcionada de testes e tratamento para TBIL, incluindo a
definicdo e opcbes de tratamento. Os paises de recursos limitados e outros paises
de renda média que ndo pertencem a categoria acima (como no caso o Brasil, por
pratica de vacina BCG e por sua alta epidemiologia) devem aplicar estas orientacdes
as pessoas que vivem com HIV e criancas abaixo de 5 anos de idade que sdo
contactantes de TB. Estas estratégias dependentes do resultado do TCT, como em
contato recente de TB, HIV positivo, candidatos a transplantes, imunossuprimidos,
uso de anti TNF, devem levar em conta um halo = 5 mm, e para individuos com
silicose, diabetes mellitus, neoplasia, entre outros, o tamanho do halo deve ser = 10
mm. Também foi sugerido que essas estratégias podem ser usadas como base para

diretrizes nacionais, conforme mostrado na figura 3.

Figura 3 — Mapa da Distribuicdo da TBIL nos 113 paises com renda alta ou de
rendimento médio superior com uma taxa de incidéncia estimada de menos de 100/100.000
habitantes — publico principal das diretrizes da gestéao de TBIL.

Fonte: Global Tuberculosis Report: WHO,2015.

A referida estratégia sugere que o sistema de coleta e andlise de dados de
rotina para identificacdo de TBIL é necessario em todos os paises e deve ser
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notificada a falta de PPD para o TCT. Outra recomendacado € que o teste do IGRA
ndo deve substituir o TCT em paises de baixa e média renda. Recomenda-se
também a triagem dos sintomas e da radiografia de térax, antes de iniciar o

tratamento para a exclusédo de TB ativa e inclusdo de TBIL.

2.3 METODOS DIAGNOSTICOS

O diagndstico precoce e o inicio de tratamento da TB interrompe o ciclo de
transmissdo do bacilo, que é fundamental para o controle da doenca, além de
reduzir a morbidade e a mortalidade.

Em um estudo sobre diagnostico de TB no Brasil foi evidenciado que mais de
um terco dos casos novos eram notificados sem confirmacéo diagndstica laboratorial
e gque cerca de 20% desses casos nao representavam casos verdadeiros da doenca;
situacdo essa que comprometia o correto diagnéstico, o uso de medicamentos
tuberculostéaticos, sem necessidade, e o risco de hepatotoxicidade (BELO et al.,
2010).

No Brasil, o diagnéstico da TB esta fundamentado na avaliagdo clinica,
realizacdo de cultura para a micobactéria, exame de baciloscopia, radiografia do
térax, TCT, IGRA (BRASIL, 2011), e desde 2013 o Ministério da Saude, por meio da
Comisséo Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no SUS, de acordo com o
relatorio n° 49, iniciou a implantacao do teste rapido GeneXpert para o diagnéstico
da TB, que utiliza técnicas de biologia molecular para identificar o DNA do

M.tuberculosis e resisténcia a rifampicina.

2.3.1 Teste Cutaneo Tuberculinico - TCT
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O TCT é o exame padronizado para o diagndstico da TBIL no Brasil, na rede
publica. Avalia a resposta imune celular in vivo contra o antigeno do M. tuberculosis.
No Brasil é utilizado o PPD - RT 23 (Statens Serum Institut Copenhagen -
Denmark), que é aplicado segundo técnica e material preconizados pela OMS e
caracteriza-se por uma reacao de hipersensibilidade cutanea tardia tipo IV.

A aplicagao e a leitura do TCT devem ser feitas por profissionais treinados e
devera ser realizada de 48 a 72 horas, podendo em determinadas condicbes ser
realizada com 96 horas. O resultado é registrado em milimetros.

A classificacdo isolada em nao reator, reator fraco e reator forte ndo estao
mais recomendadas, pois a interpretacdo do teste e seus valores de corte podem
variar de acordo com a populacéo e o risco de adoecimento. Recomenda-se como
teste positivo uma enduracdo igual ou superior a 5 mm. Neste sentido, a
interpretacdo clinica diante do resultado depende do risco de adoecimento por TB,
tamanho do diametro do endurado, idade, probabilidade de TBIL, critério
epidemiolégico. E importante ressaltar que a correta interpretacdo do teste é
importante para tomada de decisdo sobre a indicacdo do tratamento da TBIL
(BRASIL, 2011).

Devido a especificidade e a sensibilidade serem variaveis e dependentes do
ponto de corte, algumas limitacdes deverdo ser relatadas: o antigeno utilizado neste
teste compartilha varios epitopos antigénicos com a vacina BCG e com a maioria
das micobactérias ndo tuberculosas, portanto incapaz de distinguir com seguranca
pessoas vacinadas com BCG daquelas expostas a micobactérias do ambiente ou
infectadas com M. tuberculosis. Esses fatos podem ser interpretados como
resultados falso-positivos (ANDERSEN et al., 2005).

Os resultados falso-negativos estdo associados ao método de aplicacdo, a
leitura e ou a anotac&o dos resultados, conservagcao e contaminacao do PPD, idade
maior que 65 anos, desidratacdo, desnutricdo, imunossupresséo, diabetes mellitus e
outras condigbes metabdlicas: febre no periodo da leitura, vacinagdo com virus
vivos, doencas linfoproliferativas, neoplasias, gravidez, criangcas com idade inferior a
3 anos e anergia por HIV (FIOCRUZ, 2008).

Outro fato que deve ser considerado em relacdo ao TCT séo os individuos
anérgicos que mesmo infectados pelo M tuberculosis ndo reagem ao PPD. A
explicagdo para o estado anérgico na TB ainda ndo esta completamente

compreendida, no entanto o teste anérgico pode ser encontrado em pacientes com
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TB disseminada ou avancada, desnutricdo severa, deficiéncia imune devido ao HIV
e imunossupressdo quimioterapica, e estima-se em 5% a populacao infectada que
nao responde ao TCT (SANT ANNA et al., 2002).

Pode ocorrer o chamado efeito booster, que ocorre quando se procede a
vérias e subsequentes aplicacbes do PPD. A reacdo observada nesses casos
representa a reativacdo da resposta ao antigeno devido a perda da resposta dos
linfécitos T de memdria (BCG ou infeccdo antiga por M.tuberculosis). Esse fato
levaria algumas pessoas a resposta negativa da TCT, mesmo infectado, fato que
esta presente em cerca de 6% dos PS (BRASIL, 2011).

Os Critérios para interpretacdo do TCT em PS de acordo com o MS séo os
seguintes:

a) TCT < 10 mm devera ser repetido apds uma a trés semanas para avaliagao

do efeito booster;

b) Efeito booster positivo recomenda-se nao repetir o TCT,;

c) Persisténcia de TCT < 10 mm: repetir o TCT a cada 12 meses, quando o

PS atuar em locais de elevado risco para TB e sera considerada TBIL recente

guando ocorrer conversédo do TCT, caracterizado por um aumento de 10 mm

em relacdo ao valor anterior, nesse caso, considerar o tratamento preventivo;

d) TCT = 10 mm, documentar essa informacao, afastar TB ativa. Nesse caso,

nao sera necessaria a repeticdo do teste se o PS ja tiver documentado um

TCT = 10 mm, mas, em caso de davida, ou de um TCT < 10 mm, este teste

deve ser avaliado como se nunca tivesse sido testado.

2.3.2 Ensaio de liberacdo de IFN-y (IGRA)

O principio deste teste é a medida dos niveis do IFN-y produzido in vitro por
células T que tenham sido estimuladas por antigenos de TB purificados ou
sintetizados, e recomenda-se que seja interpretado em conjunto com a avaliacao de
risco, radiografia do torax, avaliagcdes clinicas e de diagnostico para a TBIL e TB
doenca.

A descoberta das proteinas antigénicas das micobactérias (early secretory
antigen target-6 KDa) ESAT-6 e culture filtrate-10 KDa (CFP-10), que s&o
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especificas e expressas pelo complexo M. tuberculosis, possibilitou o
desenvolvimento de testes diagnosticos mais especificos para infeccdo por M.
tuberculosis. O antigeno ESAT-6 é codificado e expresso pelo M.tuberculosis e
também M. kansasii, M. szulgaie, M. marinum. A CFP-10 é uma proteina especifica
do M. tuberculosis. Desse modo, esses antigenos sédo reconhecidos pelo sistema
imune de pacientes com TB ativa pulmonar ou extrapulmonar e também com TBIL
(RENSHAW et al, 2005; PENG et al., 2011).

Os antigenos ESAT-6 e CFP- 10 estdo codificados na regido de delecédo 1
(RD-1) do genoma do M. tuberculosis, ausente no genoma do M. bovis / BCG e na
maioria das micobactérias ambientais. Portanto, os antigenos codificados por essa
regido especifica sdo a base destes testes e possuem sensibilidade maior que o
TCT, pois nao sofrem influéncia da vacina BCG (PAI et al., 2004).

Dentre os testes de IGRA, o mais testado clinicamente é a metodologia
QuantiFERON-TB Gold In Tube (QFT®), (Cellestis, Qiagem company, Australia).
Este teste realiza a quantificacdo do IFN-y estimulados por antigenos especificos da
TB, ESAT-6, CFP-10 e antigens tuberculosis (TB 7.7), e a deteccdo do IFN-y é
realizado por ELISA - do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay.

O QFT® é um exame laboratorial de sangue, in vitro, controlado, que nédo
requer retorno do paciente ao laboratério para leitura. O resultado € objetivo e
reproduzivel, ndo é afetado por interpretacdes subjetivas, e o0 resultado esta
disponivel em 24 horas. O teste apresenta elevada especificidade, acima de 98%,
contra 35,4% do TCT, usando um ponto de corte de 10 mm em individuos saudaveis
vacinados com BCG, e nao discrimina TBIL e TB ativa (MORI et al.,2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2012), este teste deve ser
recomendado no rastreio de TBIL em populacdes especificas com risco elevado

para TB, onde se inclui os PS.

2.3.3 Radiografia do térax - RX
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A radiografia do térax é um dos primeiros exames indicados para a
investigacdo de sintomas respiratérios. Tem sua importancia no diagnostico da TB
priméria. Recomenda-se que 0 exame seja solicitado junto a pesquisa de M.
tuberculosis em espécimes respiratorios para o diagnostico de TB (SBPT, 2011).

Em um estudo realizado por Mello em 2001, na cidade do Rio de Janeiro,
sobre modelos preditivos para o diagnostico da tuberculose pulmonar paucibacilar,
relatou que cerca de 30% dos pacientes foram tratados para TB com base apenas

no quadro clinico-radiologico.

2.3.4 Baciloscopia

A baciloscopia, ou pesquisa de bacilo alcool acido-resistente (BAAR), é o
exame laboratorial mais utilizado no Brasil para diagnéstico da TB. O método
padronizado € a técnica de Ziehl-Nielsen. Embora seja um exame rapido, de baixo
custo, com alta especificidade e elevado valor preditivo positivo no Brasil, apresenta
baixa sensibilidade (30 - 70%). A positividade varia de acordo com o tipo de leséo, o
tipo e o numero de amostras, e por este método nédo se diferencia as espécies de
micobactérias (BRASIL, 2010).

2.3.5 Cultura para micobactéria

A cultura em meio sélido € o método considerado padrdo-ouro para o
diagnoéstico da tuberculose e permite a identificacdo e a realizacdo do teste de
sensibilidade. Os meios sélidos mais utilizados sdo o Lowenstein Jensen e Ogawa
Kudoh. Apesar de sua importancia, € um processo demorado, somente € possivel
detectar o crescimento do bacilo entre 4 a 6 semanas apos a inoculacdo. Ha riscos
de contaminacdo e nem sempre apresenta 100% de sensibilidade. Os sistemas
automatizados BACTEC 460 TB ®, BACTEC 9000® s&o sistemas de deteccéo
radiométrica que utilizam o meio liquido Middlebrook 7H12 acrescido de acido

palmitico marcado com um radioisotopo do carbono 14 (14C). Além do tempo
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necessario para a execucdo da técnica, tanto a cultura quanto os testes de
sensibilidade aos antibiéticos exigem ambientes com biosseguranca de nivel 2 ou 3,
de acordo com a metodologia utilizada, segundo recomendacfes para risco
bioldgico do MS (BRASIL, 2008).

2.3.6 Diagnéstico molecular

Diversas técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas na pratica
laboratorial para diagnostico da TB. Porém, essas técnicas exigem profissionais
especializados; sdo complexas; o tempo de execucdo € variavel; requerem uma
infraestrutura diferenciada com separacdo de salas e procedimentos especificos
para evitar contaminacao, devido a sua sensibilidade.

Desde 2013, o Ministério da Saude iniciou a implantacdo na rede publica de
um teste rapido molecular, pela tecnologia Point of Care, denominado Gene Xpert
MTB/RIF®, sendo utilizadas apenas amostras pulmonares. O teste detecta a
presenca do M. tuberculosis em duas horas e identifica a resisténcia a rifampicina
como um marcador alternativo de TB multirresistente. A diferenca deste para os
demais testes de amplificacdo de acidos nucléicos utilizados na deteccdo de TB é
gue a plataforma desse teste integra e automatiza os trés processos (preparacao de
amostras, amplificacdo e deteccdo) necessdarios para a PCR em tempo real,
baseada em testes moleculares. Sua metodologia utiliza um cartucho contendo
todos os elementos necessarios para a reacdo, incluindo reagentes liofilizados,

tampdes liquidos e solucbes de lavagem (BRASIL, 2013).

2.4 POLIMORFISMO GENETICO DE CITOCINAS
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Dentro de uma espécie os cromossomos homélogos sao bastante anélogos
entre si, mas, em determinadas localizagcbes do cromossomo (loci) pode haver
variabilidade na sequéncia do DNA. Se a variacdo é localizada em uma frequéncia
superior a 1% da populacéo, denomina-se polimorfismo. Polimorfismos podem atuar
como marcadores genéticos, ja que sao transmitidos associados a outros genes
localizados na regido cromossdmica proxima a eles (linkage); diferentes fenotipos
sdo decorrentes de diferentes polimorfismos e podem ser fatores de risco
associados a doenca (KEEN et al , 2002).

Estudos de identificagdo de polimorfismo em genes de citocinas e seus
receptores identificaram que estes genes sdo altamente polimérficos, mas que as
sequéncias nos éxons sao conservadas (BIDWELL et al., 1999).

O polimorfismo genético é a variacdo na sequéncia de DNA entre individuos
que incluem o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) — uma simples troca de um
nucleotideo por outro, sequéncias repetitivas, insercdes, delecdes e recombinacdes,
e sdo diferenciados pelas variacdes genéticas que podem ocorrer em um Unico
nucleotideo que pode ser a adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G).

A maioria dos SNPs nédo é responséavel pelo estado de uma doenca. Em vez
disso, eles servem como marcadores hiologicos para a identificacdo de uma doenca
sobre o0 mapa do genoma humano, porque estdo geralmente localizados perto de
um gene encontrado para ser associado com certas doencas.

Desta forma, um marcador genético associado a uma doenca pode ser
herdado pela prole. Os polimorfismos também s&o responséaveis pela diversidade
humana, portanto, diferentes fenétipos sédo decorrentes de diferentes polimorfismos
(GRIFFITHS et al,2005; TAKIFF et al.2007).

Fatores genéticos do hospedeiro, tais como os polimorfismos nos genes das
citocinas, estéo relacionados a suscetibilidade a TB. Diferengas no perfil de citocinas
podem ser devidas, em parte, ao polimorfismo alélico em regides reguladoras dos
genes de citocina (BIDWELL et al., 1999).

As citocinas séo proteinas produzidas em resposta a microrganismos e outros
antigenos, que modulam as reacfes imunologicas. As respostas celulares para a
maioria das citocinas consistem em alteracdes na expresséo génica em células-alvo,
que resulta na expressao de diferentes funcdes e na proliferacdo dessas células.
Portanto, se houver uma falha no mecanismo de interagcdo das citocinas com seu

receptor e na via de sinalizacdo intracelular, impossibilitaria sua producéo ou acao
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nas células especificas e impediria a destruicdo de agentes infecciosos (ABBAS et al
2012).

A maioria dos polimorfismos de citocinas identificados até o momento esta
localizada nas regides nédo transcritas dos genes (KEEN, 2002). Os polimorfismos
nestas regides do gene podem afetar a expressédo, inibindo ou estimulando a
transcricdo, dependendo dos elementos regulatérios e do nivel de regulacdo
envolvido (HOPKINS, 2003).

Ainda que o determinante genético para uma patologia seja identificado, o
inicio da doencga e a variabilidade clinica existente entre individuos com a mesma
mutacdo ndo estd totalmente esclarecido. Uma hipédtese seria a de que fatores
ambientais, de risco, de protecdo, ou mesmo uma segunda mutacdo pontual,
poderiam interferir na evolugdo da doenga (MOLLER et al., 2010).

Embora as citocinas apresentem baixo grau de variacdo genética, o niamero
de estudos sobre polimorfismos vém aumentando principalmente em regides
promotoras ou codificadoras. Mutacfes pontuais nestes genes podem resultar em
alteracdes nas transcri¢coes, afetando a ativacdo celular e os niveis das citocinas
produzidas. A diferenca na producdo de citocinas esté relacionada aos diferentes
gendtipos, e os individuos, de acordo com esses genétipos, podem ter o fenotipo
previsto de alto, intermediario ou baixo produtor da referida citocina (WARLE et al.,
2003).

Na TB, assim como em outras doencas infecciosas, 0 mecanismo da resposta
imune compreende diversos aspectos da interacdo parasito-hospedeiro. Deste
modo, a suscetibilidade genética humana para a doenca, ap0s a exposicdo ao M.
tuberculosis, pode estar relacionada aos fatores ambientais, epigenéticos e a
mudanca ao acaso das frequéncias alélicas (deriva genética). Tal fato explicaria as
diferencas presentes entre diversas populacdes e, provavelmente, entre diferentes
etnias. Entretanto, ainda ha mecanismos mais complexos a serem esclarecidos
(LOK et al.,2002).

Um estudo de meta-analise realizado por Zhang e colaboradores (2011)
mostrou que fatores genéticos tém sido associados a suscetibilidade ou a protecao
da infeccdo pelo bacilo da TB e que na resposta imune contra o M. tuberculosis
existe uma variacao entre as frequéncias alélicas nos polimorfismos em genes de
IFN-y, IL-10 e TNF em diferentes populac¢des. Outros estudos tém associado o papel

do polimorfismo de citocinas na patogénese da TB e sua relevancia com relacéo as
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respostas imune inata adaptativa e suas interacoes (LEANDRO et al.,2008;
SIVANGALA et al., ,2014; HU et al.,2015).

Tem sido documentado que SNPs podem alterar a ligacdo dos fatores de
transcricdo aos sitios promotores no gene, resultando na alteracdo de quantidade de
citocina produzida que levam a variacdes fenotipicas associadas a véarias doencas.
Algumas citocinas estdo envolvidas na maior suscetibilidade a infeccdo por
micobactérias, reconhecem padrdes moleculares associados a agentes patogénicos
especificos e ativam o0s mecanismos microbicidas em células fagociticas. Os
individuos com deficiéncia de uma dessas citocinas podem ser mais sensiveis a
doenca (TEIXEIRA et al., 2007).

Portanto, genes candidatos para suscetibilidade a TB e resisténcia aos
antibioticos tém sido estudados e podem representar um avango para a
compreensao da doenca, tratamento e vacina. Alguns genes ja foram identificados
como tendo um papel importante na doenca, dentre esses se destacam 0s
receptores do tipo Toll (TLR), TNF, TGF-B, IFN-y, IL-1b, IL-1Ra, IL-12, IL-10, 6xido
nitrico sintetase e vitamina D (BIKMAEVA et al.,2002).

2.4.1 IFN-y e o polimorfismo no gene IFN-y +874T/A (rs 2430561)

O IFN-y é a principal citocina ativadora de macrifagos e exerce funcdes
importantes na imunidade inata e adquirida ativando fagdcitos mononucleares e
células NK e IFN-y aumentando a expressdo de genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il. Induz a maturagdo dos linfocitos TCD4"
e TCD8". A ativacdo de linfocitos TCD4'e TCD8" é responsavel por promover a
troca de isotipo das imunoglobulinas dos linfocitos B, portanto o IFN-y age como
uma citocina regulatdria da imunidade inata e adquirida. As células T produzem IFN-
Yy em resposta ao reconhecimento antigénico e a producdo acentuada de IL-12 e IL-
18 (ABBAS et al.,, 2012). Desse modo, os genes induzidos pelo IFN-y codificam
moléculas diferentes envolvidas em aumentar respostas imunes adquiridas.

O gene responsavel pela transcricdo do IFN-y esta localizado no brago longo
do cromossomo 12 na posi¢cédo g24.1, com aproximadamente 5.961 pares de base,

sendo composto por quatro exons e trés introns; contém um estimulador n&o
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especifico dentro do primeiro intron. O &cido ribonucleico (RNA) mensageiro
transcrito pelo gene traduz um polipeptideo de 166 aminoacidos que apOls ser
processado passa a apresentar 143 aminoacidos, sendo considerado a forma ativa
do IFN-y (NAYLOR et al.,1983).

Os SNPs na posicéo +874 (T/A) estdo localizados préximo a regiao 5°. O alelo
T estd ligado a 12 sequéncias repetidas (CA) no primeiro intron e o alelo A esta
ligado a 12 CA nao repetidos. O gene que codifica o IFN-y tem no primeiro intron
uma repeticdo curta em tandem (STR) de citosina-arginina (CA) que caracteriza
diferentes alelos, como o IFN-yl com 12 repeticbes de CA, IFN-y 2 com 13
repeticdes, IFN-y 3 com 14 repeticdes e IFN-y 4 com 15 repeticdes. O polimorfismo
destes microssatélites esta associado com uma variavel individual na producéo dos
niveis de IFN-y em individuos homozigotos para IFN-y2 e mostram uma producao
expressivamente aumentada de IFN-y, quando comparada com outras combinacdes
alélicas. Desse modo, tem sido sugerido que o polimorfismo T/A na posi¢cao +874
associado com o marcador CA microssatélite influencia diretamente o nivel da
producéo de IFN-y (PRAVICA et al., 2000).

O alelo T esta associado a alta expressédo de IFN-y, enquanto o alelo A esta
associado a baixa expressao deste gene. Dentre os SNPs encontrados no gene do
IFN-y, localizado proximo a regido 5, destaca-se o +874 T/A. A frequéncia dos
alelos T e A do lécus IFN-y +874 tem sido associada com a protecdo ou a
suscetibilidade da TB em individuos infectados (TSO et al. 2005).

O gendtipo TT e a presenca do alelo T foram também associados a menor
risco de tuberculose em estudo de meta-analise de 11 estudos que compararam
pacientes com tuberculose pulmonar com controles sadios, em populacbes de
diferentes etnicidades (PACHECO et al., 2008).

2.4.2 TGF-B1 e o polimorfismo no gene TGFB1 -869T/C codon 10 (rs 1800470) e
TGFB1 -509C/T codon 25 (rs 1800469)

O TGF-B1 é uma proteina homodimérica de 25 KDa sintetizada e secretada
por células T estimuladas por antigenos, fagécitos mononucleares ativados por

lipopolissacarideos e outras células. Algumas células T reguladoras produzem TGF-
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Bl e IL-10, que também possuem atividade imunossupressora. Dentre as suas
acOes biolégicas, destacam-se a proliferacdo e a funcao efetora de células T, a
ativacdo de macrofagos que estimula a producdo de anticorpos IgA e regula a
diferenciacdo de subconjuntos funcionais distintos de células T, assim como a
reparacao tecidual depois que as reacfes imunoldgicas ou inflamatérias locais
regridem (ABBAS et al.,2012).

O TGF-B1 atua como anti-inflamatério e reparador de les6es, estimulando os
macréfagos e os fibroblastos a aumentarem sua capacidade de sintese de proteinas
da matriz extracelular e inibindo células, uma vez ativadas essas células; suprime a
producdo de TNF e de oxido nitrico pelos macréfagos, inibe a producdo de IFN-y e
TNF pelas células NK e possuem ac¢éo antagonica ao IFN-y (BROWN, 2002).

O TGF-B1 € um importante fator de desenvolvimento e atividade de células
Treg, atuando como pro-inflamatdério em baixas concentracfes e anti-inflamatorio em
altas concentracfes. Entretanto, € dependente do ambiente e da concentracdo de
outras citocinas. Quando atua como citocina pro-inflamatéria, promove a quimiotaxia
dos leucocitos e fibroblastos até os locais de lesdo e em altas concentracdes
suprime a producédo de TNF e de oxido nitrico pelos macréfagos; inibe a producéo
de IFNy e TNF pelas células NK e tem acdo antagbnica ao IFN-y (VODOVOTZ,
1997; BROWN et al., 2002).

Os genotipos TT/GG e TC/GG estdo associados a alta producédo de TGF-f31,
0os TC/GC, CC/GG e TT/GC estéao relacionados a producéo intermediaria e CC/GC,
CC/CC, TT/ICC e TC/CC associados a baixa producdo dessa citocina. Os
polimorfismos dessa citocina estdo relacionados a uma variacdo nos niveis de
producdo de TGF-B1 e ao fendtipo de alto, intermedidrio ou baixo produtor da
mesma (GRAINGER et al., 1999).

O gene que codifica 0 TGF-B1 pertence a uma grande familia génica e
participa no crescimento, diferenciagdo, migracdo celular, formacdo da matriz
extracelular e na regulacdo da expressao de moléculas de superficie. Além disso,
aumenta a expressdo de moléculas de adesdo e modula a sintese e deposi¢cdo de
componentes da matriz extracelular, pelo aumento da expressdo de genes que
codificam a fibronectina, varios colagenos e outras moléculas da matriz extracelular
(GRANDE 1997; OMER et al., 2000).
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A alteracdo na producdo do TGF-B1 pode resultar em doencas fibrosantes,
geralmente por um depoésito excessivo de proteinas da matriz extracelular e um
aumento na sintese de moléculas de adesao intercelular (MANN et al., 2001).

Diversos polimorfismos ja foram identificados no gene do TGF-41, sendo trés
localizados na regido a montante do primeiro nucleotideo transcrito, nas posicoes -
988C/A, -869G/A e —509C/T; um na regido nao traduzida, na posi¢cado +72(+C), trés
na regidao codificadora do gene que codifica uma sequéncia de residuos de
aminoacidos na forma ativa: Leu 10/Pro (cédon 10), Arg 25/Pro (cédon 25) e Thr
263/lle (CAMBIEN et al., 1996; AWAD et al.,, 1998). As muta¢cdes no cédon 10
(Leu/Pro) e no codon 25 (Arg/Pro) foram associadas com o fenétipo de alto produtor
de TGF-41, (HUTCHINSON et al., 1998; GRAINGER et al., 1999).

O polimorfismo 509C/T (rs1800469) influencia na transcricdo génica do TGF-
Bl e esta envolvido no desenvolvimento de doencas. Localizado também na regido
promotora, este SNP resulta na troca de uma citosina (C) por uma timina (T). Desse
modo, individuos que possuem o alelo C nesta posi¢cao podem apresentar menores
concentragdes plasmaticas de TGF-B1 (GRAINGER et al., 1999).

No exon 1 do gene do TGF-£1, o polimorfismo na posicdo +869 cédon 10
(rs1800470) resulta na substituicdo de uma timina por uma citosina e na mudanca
do aminoacido leucina (apolar) para prolina (apolar). Esta substituicdo altera a regido
hidrofébica do peptideo, aumentando o seu padrdo de ligacdo com o complexo de
proteina associado a translocacdo desta proteina (translocon), e podem afetar o
transporte de TGFB-1 para o reticulo endoplasmético, contribuindo para a producédo
dessa citocina (SUSIANTI et al., 2014).

2.4.3 TNF e o polimorfismo no gene TNF -308G/A (rs1800629)

O TNF é uma proteina nao glicosilada de 17 kDa e apresenta uma cadeia
polipeptidica de 157 aminoacidos, produzida principalmente por macrofagos e
monaocitos, mas que podem ser secretada por outras células como os neutrofilos,
células NK e mastdcitos, linfocitos T, apds estimulacdo por antigenos especificos
(WILSON et al.,1997).
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Esta citocina estd envolvida nas rea¢fes imunes celulares e inflamatérias e é
considerada a principal mediadora da resposta inflamatoria aguda frente a
microrganismos intracelulares. Portanto, esta citocina interfere na formacéo,
organizacdo e controle do granuloma tuberculoso. Em sinergismo com o IFN-y,
induz a producgdo de oOxido nitrico, um dos principais agentes microbicidas para as
micobactérias (XING et al.,2000). Assim, a producao elevada pode estar associada a
uma maior gravidade da doenca pulmonar e extrapulmonar e pode ser responsavel
por alguns sintomas como febre, perda de peso, debilidade muscular e necrose nos
pulmdes (KUPELI et al., 2008).

Tem sido relatada pela literatura a relagcdo entre o TNF e o granuloma
micobacteriano em pacientes com artrite reumatoide e doenca de Crohn, em uso de
terapia anti-TNF com o risco mais elevado de reativacdo da TB.(BOURIKAS et al.,
2008).

A expressao do TNF na TB e em outras patologias infecciosas pode variar
entre individuos e entre populacdes. Certas mutacdes pontuais na regido promotora
do gene podem promover uma alteracao na sintese protéica e gerar uma diminuicao
ou aumento de producéo desta citocina (CORREIA et al., 2004).

Em um estudo para o diagnéstico rapido de TB na populacdo chinesa foi
utiizado o TNF como um potencial biomarcador: células mononucleares foram
estimuladas com antigenos especificos do M. tuberculosis e em seguida foi avaliado
o TNF, onde foi possivel diferenciar infeccdo TB ativa e latente e também TB ativa
de pacientes ndo TB (WANG et al. ,2013).

O polimorfismo SNP do gene promotor para TNF resulta em duas formas
alélicas. Na primeira, a guanina forma o alelo na posicao -308, identificado como -
308G e na segunda, configura a substituicdo de guanina por adenosina e resulta no
alelo A, que é mais raro e identificado como -308 A. A presenca do alelo A tem sido
relacionada com o aumento espontdneo ou estimulado da producdo de TNF,
portanto, o polimorfismo encontrado na posicédo -308G pode estar associado ou néo
a doencas (MERZA et al., 2009).

O TNF é importante na resposta imune a infeccdo com M. tuberculosis e na
formacdo do granuloma, além de contribuir para o clearance bacteriano e na

modulagao da inflamacéo pulmonar (SMITH et al.,2002).
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Um estudo de meta-analise indicou que ndo houve associagdo significativa
entre o polimorfismo no gene TNF-238G/A e suscetibilidade a TB (ZHANG et al.,
2012).

A esse respeito, um estudo de meta-analise de 18 publicacdes, entre 2001 e
2010, envolvendo 2.584 casos de TB e 3.817 controles, mostrou que na analise
estratificada por etnia, entre os asiaticos foi encontrado risco significativo para o
alelo A, quando comparado com o alelo G, e ndo havendo riscos significativos
encontrados entre os caucasianos (WANG et al., 2012).

Outros estudos mostram a ndo associacao deste locus com suscetibilidade ou
protecdo a TB, enquanto outros demonstram suscetibilidade ao desenvolvimento da
doenca (VEJBAESYA et al., 2007; ATES et al., 2008); FAN et al.,2010).

2.4.4 1L-10 e o polimorfismo no gene IL10 -819C/T (rs1800871), IL-10 -592C/A
(rs1800872), IL-10 -1082A/G (rs1800896);

A IL-10 é uma citocina imunorregulatéria de respostas inflamatorias,
produzida por macréfagos, células B, células T e uma variedade de outras células
como mastdcitos, queratinécitos e algumas linhagens de células tumorais. Além
disso, desempenha uma acao anti-inflamatéria através da supressdo da producédo
de citocinas, tais como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF em macréfagos ativados e IFN-y.
O efeito da IL-10 na resposta imune é principalmente a inibicdo da proliferacdo de
células T e liberacéo de citocinas com propriedades antibacterianas dos mondcitos e
macrofagos e inibicdo da sintese e atividade de muitas citocinas pro-inflamatérias,
tais como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF (MOCELLIN et al., 2003).

O gene IL-10 esté localizado no cromossomo 1 (1g31-1g32) com cinco exons
e é altamente polimorfico, com 5 SNPs e varios VNTRs ou microssatélites,
resultando em varios haplotipos conservados. Estes hapldétipos entre -1082 e -592
representam alelos alto, intermediario e baixo produtores de IL-10 (ESKDALE et
al.,1997).
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Tém sido relatados trés polimorfismos bialélicos no promotor do 1L10: -1082
G/A, -819C/T e -592C/T. O alelo -1082G esta associado a alta producdo de IL-10,
enquanto os individuos que possuem dois alelos -1082A estdo associados com a
baixa producdo desta citocina. A IL-10 tem uma funcdo importante na transicdo do
estagio latente da TB para a doenca ativa. A regido promotora do gene de IL-10 tem
se mostrado altamente polimorfica e nos Udltimos anos tem sido relatado que os
polimorfismos IL-10 -592A/C, -1082G/A e -819C/T podem contribuir para o risco de
TB, por afetar o nivel de transcricdo de IL-10. Porém, os resultados sé&o

controversos, de acordo com um estudo de meta-analise (KE et al., 2015).

2.4.51L-6 e o polimorfismo no gene IL6 -174G/C (rs 1800795)

A IL-6 é uma citocina pleiotropica de peso molecular 26 KDa, produzida por
células B, células T, varias células ndo linféides (incluindo macrofagos), células
estromais de medula Ossea, fibroblastos, células endoteliais e astrocitos, em
resposta a uma variedade de estimulos. E considerada uma citocina com atividade
multifuncional, pois regula as fun¢Bes de células B e T, sendo indutora da resposta
de fase aguda da inflamacéo, principalmente da Proteina C Reativa que € um dos
principais marcadores de fase aguda e efeitos in vitro na hematopoese (DIEHL et al.,
2002; CORREIA, et al., 2009; LOPES et al., 2013).

No que se refere a literatura, tém sido relatados poucos estudos relacionados
ao polimorfismo de IL-6 —174G/C (rs 1800795) e TB isoladamente; alguns estudos
avaliam esse polimorfismo em conjunto com o de outras citocinas.

Em um estudo experiemental foram encontrados niveis séricos elevados de
IL-6 relacionados com a resposta imune precoce e tardia. As concentracdes de IL-6
foram medidas e comparadas com estudo histopatoldgico em modelo murino de TB
em que foram administradas por via intragueal espécies viaveis de M.tuberculosis
H37Rv (HERNANDEZ-PANDO et al, 1998).

Outro estudo experimental com modelo murino depletados de IL-6 mostrou a
importancia da IL-6 na fase precoce da resposta imune e mostrou que a auséncia de
IL-6 induz um atraso da imunidade protetora e um aumento do nimero de bactérias
(SAUNDERS et al., 2000).
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A literatura relata a importancia da produgédo aumentada de IL-6 em resposta
a infeccdo em modelos murinos e em humanos. Ribeiro e colaboradores (2002)
dosaram a IL-6 no escarro e no soro de pacientes com TB ativa e compararam 0s
resultados com os obtidos de pacientes com pneumonia bacteriana e individuos
saudaveis PPD positivo e encontraram elevagdo desta citocina nos pacientes com
TB.

Estudos tém demonstrado que a IL-6 desempenha um papel importante na
regulacdo do equilibrio entre as células Thl7 produtoras de IL-17 e células T
regulatérias. Estes dois subtipos celulares desempenham funcfes importantes na
patogénese das doencas autoimunes e de protecdo contra as infecgdes bacterianas
e contém a resposta exacerbada das células T efetoras (BETTELLI et al., 2006;
KIMURA et al., 2010).

Um polimorfismo na regido flanqueadora 5 do gene da IL-6 na posicdo —
174G/C parece afetar a sua transcricdo (FISHMAN et al., 1987).

A ocorréncia de polimorfismo na regido promotora de genes como o da IL-6
pode ser importante para a suscetibilidade a TB. O polimorfismo -174G/C
(rs1800795) foi associado a diminuicdo dos niveis de IL-6. Assim, individuos com o
gendtipo GG teriam niveis mais elevados da citocina (MORSE et al., 1999). Desse
modo, pacientes homozigéticos para o alelo C teriam uma resposta inflamatoria

menos intensa e, portanto, um melhor progndéstico nas doencas pulmonares.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
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Avaliar a liberagcédo de IFN-y (IGRA) e o polimorfismo de citocinas nos PS com TCT
de repeticdo negativo e TCT positivo que trabalham em uma unidade de referéncia

terciaria em tuberculose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Avaliar a liberacéo in vitro de IFN-y (IGRA) nos PS do estudo em relacdo ao
TCT,;

3.2.2 Descrever as frequéncias alélicas, genotipicas e dos fendtipos previstos
observados para os polimorfismos dos genes IFN-y +874T/A, IL6 -174G/C, TNF -
308G/A, IL10 -819C/T, IL-10 -592C/A, IL-10 -1082A/G e TGFB1 -869T/C c6don 10 e
TGFB1 -509 cédon 25;

3.2.3 Associar os resultados dos testes IGRA e TCT com 0s gendtipos observados

para os polimorfismos do gene IFN-y+874T/A,

3.2.4 Comparar os dados das analises laboratoriais dos PS com TCT positivo e TCT

de repeticao negativo.
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4 HIPOTESES

HO1: Nao se observa relacdo entre o TCT negativo de repeticao, IGRA e o perfil de
polimorfismo genético de IFN-y +874 T/A entre os PS.
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H1: Observa-se relacdo entre o TCT negativo de repeticdo, IGRA e o perfil de

polimorfismo genético de IFN-y +874 T/A entre os PS.

HO2: Os polimorfismos dos genes IFNG +874T/A, TNF -308G/A, IL6 -174G/C IL10 -
1082G/A, -819C/T e -592C/A e TGFB1 +869 T/C e -509C/T nao parecem ser

marcadores de predisposi¢ao ou protecéo para TBIL.

H2: Os polimorfismos dos genes IFNG +874T/A, TNF -308G/A, IL6 -174G/C IL10 -
1082G/A, -819C/T e -592C/A e TGFB1 +869 T/C e -509C/T parecem ser marcadores

de predisposicdo ou protecdo ao desenvolvimento da TBIL.
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5 MATERIAL E METODOS
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5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo Bahiana para o Desenvolvimento das Ciéncias (FBDC) para avaliagéo
dos aspectos éticos e bioéticos, de acordo com as normas vigentes na Resolucao
CNS n°. 196/96 (ANEXO 1), e com adendo/emenda aprovado em 11/2011 (ANEXO
2). Foi obtido o consentimento da Comissédo de Etica em Pesquisa da instituicéo
hospitalar para a realizagéo do estudo (ANEXO 3).

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Este € um estudo transversal, observacional, retrospectivo de base hospitalar
com abordagem descritiva. A selecdo para o grupo TCT positivo foi realizada de
forma aleatéria e do grupo TCT de repeticdo negativo, de forma ndo aleatéria. A
analise estatistica foi feita utilizando o programa Graph Pad Prism verséo 5.0, SPSS
versdo 19 e Excel®. Para a anélise de concordancia entre os testes TCT e IGRA foi
utilizado o indice de Kappa. As frequéncias dos gendtipos e alelos entre os grupos
foram determinadas pelo teste exato de Fischer, e para a andlise da associacdo dos
polimorfismos genéticos com os desfechos TCT e IGRA. Para a avaliagdo do
Quantiferon®-TB Gold Test In Tube (QFT®) foi utilizado o parametro do Kit com um
ponto de corte > 0,35 Ul/mL.

5.3 SELECAO DA POPULACAO DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Hospital Especializado Octavio Mangabeira
(HEOM), localizado na cidade de Salvador—Bahia, no periodo de junho de 2014 a
setembro de 2015. Foi utilizado o banco de dados do setor de medicina ocupacional

do referido hospital.
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Os individuos foram categorizados e distribuidos em dois grupos: Grupo TCT
de repeticdo negativo com resultado < 5 mm no total de 48. Ressalta-se que durante
0 ano de 2014 houve problemas com a aquisicao do PPD pelo Ministério da Saude,
0 que ocasionou a falta do produto, impossibilitando a realizacdo do teste. No
entanto, esse grupo ja tinha registro de TCT negativo de repeticéo.

O grupo TCT positivo foi composto por 45 PS com resultado > 10 mm e estes
foram selecionados de forma aleatdria, totalmente ao acaso, a partir de um grupo
maior para equilibrar as variaveis. Portanto, todos os PS registados na medicina
ocupacional tiveram a mesma probabilidade de serem escolhidos para a amostra.

Ainda assim, com relagdo aos resultados do TCT, ressalta-se que foram
encontrados dados correspondentes aos periodos de exames anteriores a 2011 cuja
interpretacdo era feita pela leitura quantitativa padronizada da seguinte maneira: nao
reator (O a 4 mm), reator fraco (5 a 9 mm) e reator forte (10 mm ou mais), e a partir
de 2011 com registro de resultados somente em mm, de acordo com a nova
padronizacdo do MS. A interpretacdo do teste e seus valores de corte podem variar
de acordo com a populacdo e o risco de adoecimento (BRASIL, 2002; BRASIL
2011). Um fator importante é que mesmo entre técnicos experientes pode haver
divergéncias em relagcdo a aplicacdo e a leitura do TCT. Porém, os testes neste
estudo foram realizados por profissionais treinados de acordo com o MS.

Os voluntarios que atenderam aos critérios de inclusdo foram convidados a
participar do estudo. Apds a explicacdo do projeto, 0os que aceitaram assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1). As informacdes de cada
participante foram registradas em ficha individual e repassadas para um banco de

dados para posterior anélise estatistica (APENDICE 2).

5.3.1 Critérios de Inclusao

a) Ter idade entre 18 a 65 anos;

b) TCT positivo maior que 10 mm, valor referenciado pela literatura para PS;

c) TCT de repeticdo negativo menor que 5 mm e com no minimo 8 anos de
exposicao ocupacional a pacientes com TB;

d) Hemograma sem alteracdes laboratoriais;
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e) Proteina C Reativa ultrassensivel com valor de referéncia normal;
f) Nao gravidas;
g) Nao diabéticos

h) Sem uso de terapia imunossupressora.

5.4 COLETA E PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Foi coletado de cada individuo 10 mL de sangue por puncdo venosa, sendo
5,0 ml de sangue total em tubo contendo EDTA 0,5M para obtencdo de DNA
gendmico e hemograma; 2 ml para obtencdo de soro e dosagem de PCR
ultrassensivel. Para a realizacdo do IGRA foram utilizados os tubos do kit (QFT®),
nos quais foi colocado 1 mL de sangue na seguinte ordem: Nil (controle negativo),

TB Antigen (antigeno da TB), mitogen (controle positivo).

5.4.1 Extragcdo do DNA Gendmico

O DNA genbdmico foi extraido a partir de sangue total utilizando o kit de
extracdo de DNA mini spin Kasvi (Kasvi produtos laboratoriais, Curitiba, Brasil).
Foram transferidos 200 pl de sangue total homogeneizado para um microtubo de
centrifugacéo de 1,5 ml, em seguida foi adicionado 200 pl de tampéao de lise A, 20 pl
de proteinase K e agitado no vortex por 5 segundos. Essa solucédo foi incubada por
vinte e cinco minutos a 56°C em agitacdo continua. Na sequéncia, foram
acrescentados 400ul de tampao de ligacdo B6 e homogeneizada no vortex. Apos
esta etapa, foi colocado o tubo spin em um tubo de reacédo de 2 ml e a solugéo foi
transferida para esse tubo, fechado e incubado 1minuto. Apds esse tempo, foi
adicionado 500 pl de tampéo de lavagem I, e centrifugado 1 minuto a 13 000g e
descartado o filtrado. Ao sedimento foram adicionados 800 ul de tamp&o de lavagem
Il e centrifugado 1 minuto a 13 000g e descartado o filtrado, o tubo spin foi colocado
no mesmo tubo anterior de reacdo, em seguida centrifugado por 4 minutos para

eliminar o etanol. Em seguida foi colocado em novo tubo de reacdo de 1.5 mL,
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identificado, adicionado 200 pL de tampdo de eluicdo pré-aquecido a 56°C e
incubado a temperatura ambiente por 1 minuto; logo apos esse tempo a solucao foi
centrifugada a 8000g por 1 minuto. O tubo spin foi descartado e amostra foi

armazenada a -20°C até o momento do uso.

5.4.2 Genotipagem de Citocinas (IL-6, IL-10, TNF, IFN-y eTGF-81)

Foi utilizado o kit para genotipagem de citocinas da One Lambda (One
Lambda Incorporation, Canoga Park, Estados Unidos), contendo cada um 16 tubos
de PCR, sendo um tubo controle negativo e 15 tubos com dois pares de iniciadores.
Um par com sequéncias especificas que amplificam seletivamente regides
regulatérias polimorficas dentro dos genes TNF -308G/A, TGF B1 (10T/C, 25G/C),
IL10 (-1082A/G, -819C/T, -592C/A) , IL6 -174G/C e IFN-y +874T/A e o segundo par
de iniciadores amplifica uma sequéncia controle.

A mistura para as reacgdes de PCR (Mix) foi preparada conforme as
instrucdes do fabricante: 180 uL de D-Mix (solugcéo fornecida pelo fabricante,
contendo dNTPs, sal sddico de vermelho de fenol, sacarose, gelatina, KCI,
MgCl,.6H,0, Tris.HCI), aos quais foram adicionados cerca de 1,9 ug de DNA teste e
5 U de Taq polimerase. Apds misturar os reagentes com auxilio de um agitador de
tubos, 10 pl do Mix foram distribuidos em cada um dos tubos, exceto no tubo
controle negativo, ao qual tinha sido adicionado o Mix sem DNA teste. Os tubos
foram entdo selados com filme apropriado (termoresistente, fornecido pelo
fabricante) e colocados no termociclador, o qual foi previamente programado com o0s
seguintes parametros: um ciclo de 96°C por 130 segundos, seguidos de 63°C por 60
segundos; nove ciclos de 96°C por 10 segundos e 63°C por 60 segundos; vinte
ciclos de 96°C por 10 segundos, 59°C por 50 segundos e 72°C por 30 segundos;
ciclo final de 4°C.
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5.4.3 Revelagdo do Resultado em Gel de agarose

Depois do processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose e visualizados por coloragdo com
brometo de etidio e exposicdo a luz ultravioleta. O gel de agarose 2,5% foi
preparado com 0,759 de agarose (Invitrogen-Estados Unidos), 30 mL de tampao
TBE1X (Tris-Borato 89 mM; EDTA 2mM pH 8.0) e 0,05 ug/ml de brometo de etidio.
A cuba de eletroforese utilizada foi desenvolvida pela One Lambda de forma a
permitir a analise concomitante de 96 produtos de PCR em um curto tempo de
migracao. Desse modo, em cada gel foram analisados os resultados de PCR de seis
diferentes amostras de DNA (16 reacOes para cada amostra). O gel foi recoberto
com 10,0 ml de TBE 1X contendo 0,05 pug/ml de brometo de etidio e todo contetdo
de cada reacdo de PCR (10 pulL) foi transferido para o poc¢o correspondente. A
corrida eletroforética foi entdo realizada a 120-130 V (~30 mA), durante 4 a 5
minutos, ou até que o corante (vermelho de fenol) migrasse cerca de dois tercos da
distancia entre duas linhas de pocos no gel.

A interpretacdo dos resultados de PCR-SSP é baseada na presenca ou
auséncia de um fragmento de DNA especifico amplificado. A amplificacdo durante a
PCR pode ser afetada por varios fatores (erro ao pipetar, baixa qualidade do DNA,
presenca de inibidores e outros), motivo pelo qual um par de iniciadores-controle é
incluido em cada reacao de PCR. O par de iniciadores-controle amplifica uma regido
conservada do gene da B-globina humana, que esta presente em todas as amostras
de DNA humano, e é usado para verificar a integridade da reacdo de PCR. Na
presenca de uma banda positiva de tipagem (amplificacdo de uma sequéncia
especifica de um alelo da citocina) o produto dos iniciadores-controle pode ser mais
fraco ou ausente, devido a diferenca na concentracdo e temperatura de hibridizacéo
entre o par de iniciadores especificos e o par de iniciadores do controle interno. Os
fragmentos de DNA amplificados do par de iniciadores especificos da citocina foram
menores do que o produto do par de iniciadores do controle interno. Desta forma, a
reacdo positiva para um alelo ou grupo de alelos de citocina especifico foi
visualizada no gel como um fragmento de DNA amplificado entre a banda produto do

controle interno e a banda de iniciadores ndo incorporados.
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Apbs a eletroforese, os produtos amplificados foram visualizados usando luz
ultravioleta e fotografados com auxilio de um transluminador. Os resultados foram
interpretados usando mapas das placas de genotipagem de citocinas fornecidas
pelo fabricante. A figura 4 mostra a fotografia de um gel de agarose apos PCR e

eletroforese dos produtos de DNA amplificados de um dos individuos do estudo.

Controle
negativo

3

Figura 4: Fotografia representativa de um gel de agarose poés-eletroforese de
produtos de DNA amplificados (PCR) de amostra de sangue de um dos individuos

do estudo.

5.4.4 Dosagem de IFN-y- IGRA (QFT®)

Foram coletados 3 mL de sangue de cada individuo utilizando os tubos do kit
QFT® conforme orientacdo do fabricante: 1 mL de sangue em cada tubo assim
discriminados: Nil (controle negativo), antigenos TB (ESAT 6, CFP-10 e TB7.7(p4) e
mitdégeno (controle positivo).

ApoOs a coleta os tubos foram agitados por inversao 10 vezes a temperatura
ambiente e incubados a 37°C por 24 horas. ApOs esse periodo os tubos foram
centrifugados a 2000g por 15 minutos, o plasma separado e estocado a —20°C para
dosagem posterior do IFN-y produzido em resposta aos antigenos peptideos.

A guantidade de IFN-y foi medida por ELISA em unidades internacionais por
mililitro (IU/ml). A absorvéancia (OD) de cada poco foi medida até no maximo 5
minutos apos a parada da reacdo e utilizou um leitor de microplacas equipado com
um filtro de 450 nm e um filtro de referéncia de 620 a 650 nm. Os valores de OD

foram utilizados para calcular os resultados.
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Os resultados da leitura do ELISA foram transcritos para o programa de
andlise fornecido pelo fabricante, para analisar dados ndo processados e para
calcular resultados. Este programa executa uma avaliacdo de controle de qualidade
do ensaio, gera uma curva padrdo e fornece um resultado de teste para cada
individuo que pode ser interpretado como positivo, negativo e indeterminado.

O teste é considerado positivo com uma resposta de IFN-y ao tubo de
antigeno de TB que esteja significativamente acima do valor de Nil IFN-y lU/ml. Uma
resposta baixa ao mitdogeno (<0,5 IU/ml) indica um resultado indeterminado quando
uma amostra também tiver uma resposta negativa aos antigenos de TB. Este padrao
pode ocorrer com linfcitos insuficientes, atividade reduzida dos linfocitos, devido a
manuseio inadequado da amostra, coleta insuficiente do tubo de mitégeno ou
incapacidade dos linfécitos do paciente gerar IFN-y. A amostra de Nil ajusta-se aos
efeitos de fundo dos anticorpos heterofilos ou do IFN-y ndo especifico em amostras
sanguineas. O nivel de IFN-y do tubo de Nil é subtraido ao nivel de IFN-y do tubo de
antigeno de TB e do de mitégeno.

O teste foi considerado positivo quando > 0,350 Ul/mL (apds a subtracdo do
NIL e TB antigenos) e negativo para valores menores que 0,350. Se PHA > 0,5, o
teste foi validado e os valores menores que esses foram considerados

indeterminados.



5.5 FLUXOGRAMA DO ESTUDO

Assinatura do TCLE pelos voluntarios

Coleta de sangue: HEOM
PS com registro de TCT

A \4
Grupo TCT de repeticdo negativo Grupo TCT positivo n=45
n=48 TCT > 10 mm
TCT <5.0 mm

1

\ 4

Extracdo de DNA gendmico
Grupo TCT negativo n=46
Grupo TCT positivo n=42

\4

\ 4

QFT® dosagem de INF-y
Grupo TCT negativo n= 48
Grupo TCT positivo n=42

Genotipagem de citocinas:
IFN-y, TGF-41, IL-6, IL-10, TNF
Grupo TCT negativo n=46
Grupo TCT positivo n=42

\Z

v

Interpretacao e analise dos resultados
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
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6.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E LABORATORIAIS DOS GRUPOS DE
PROFISSIONAIS DE SAUDE PARTICIPANTES DO ESTUDO

O grupo do estudo foi selecionado a partir de um banco de dados da medicina
ocupacional do referido hospital. Havia registro nesse banco de dados de 75 PS com
TCT de repeticdo negativo (inferior a 5 mm) e com exposi¢cdo ocupacional de no
minimo 8 anos a individuos com diagnostico de TB, tempo definido pelo
pesquisador.

A média de idade dos dois grupos estudados foi de 50 anos, e tal fato
impossibilitou a avaliacdo do dado de cicatriz vacinal de BCG, informacéo
previamente coletada, tendo em vista que até 1968 a vacina era utilizada por via oral
e sO a partir dessa data foi substituida pela BCG via intradérmica. O primeiro
calendario basico e o cartdo de vacinas obrigatdrias para os menores de um ano de
idade foram introduzidos no Brasil em 1977, inclusive com a BCG. Ha ainda a
possibilidade que a cicatriz vacinal identificada nos participantes do estudo seja

secundaria a vacina da variola (BRASIL, 2013).

6.1.1 Grupo TCT de repeticao negativo

Foram inseridos no estudo 48 individuos, de acordo com o0s critérios
estabelecidos de inclusdo. Deste grupo, 85% eram mulheres com média de 52 + 5
anos e 15% eram homens com média de 45 + 10 anos. A classificacdo étnica foi
autorreferenciada e constituida por 20 individuos brancos, 17 pardos, 11 negros. O
tempo médio de contato foi de 18 + 7,2 anos.

Em um estudo constituido por 663 PS de um hospital universitario, 261 (39%)
apresentaram taxa de conversdo no TCT, no periodo de 3 anos. De acordo com 0s
autores ha risco de infeccéo tuberculosa em unidades de saude com incidéncia de
casos de TB (COUTO et al., 2014)
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6.1.2 Grupo TCT positivo

Foi composto por 45 PS selecionados de acordo com os critérios previamente
descritos. Destes, 11% foram masculinos com a média de idade de 52 + 8 anos,
89% femininos com média de idade 50 + 5 anos. A classificacdo étnica foi
autorreferenciada e constituida por 10 individuos brancos, 17 pardos, 17 negros e 1
indigena. O tempo médio de contato foi de 22 + 5 anos.

A distribuicdo dos profissionais dos dois grupos por género, idade,
classificacdo étnica e os resultados do TCT, durante o periodo de junho de 2014 a

setembro de 2015, sdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo sociodemografica dos PS no periodo de junho de 2014 a
setembro de 2015

Caracteristicas Grupo TCT de Grupo TCT positivo
repeticdo negativo >10 mm
<5 mm
Idade Anos £ DP Anos = DP
Feminino 52+5 50 +- 5
Masculino 45 + 10 52+8
Género N (%) N (%)
Feminino 41 (85) 40 (89)
Masculino 7 (15) 5(11)
Classificagcao étnica N N
Branco 20 10
Pardo 17 17
Negro 11 17
Indigena 0 1
Contato Anos + DP Anos + DP
18+7,2 22+5
Total (n=93) 48 45

Do total de 93 PS, o predominio foi do grupo de enfermagem (técnicos e

enfermeiros): 35 (37,6%), seguidos de técnico de laboratério: 13 (14,0%); técnico de
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radiologia: 8 (8,6%); farmacéutico-bioquimico: 7 (7,5%) e outros profissionais: 30
(32,3%). A discriminagdo por categoria profissional dos participantes do estudo esta

representada na figura 5.

Farmacéuticos -
Bioquimicos

7% Técnicos de

radiologia
9%

Figura 5 Discriminacéo dos PS participantes do estudo por categoria

Em um estudo exploratério, Lorenzi e Oliveira (2008) constataram que o
coletivo de enfermagem pode ser tomado como categoria-indice da TB nosocomial,
tendo em vista ser o grupo de maior representacado do corpo hospitalar. De acordo
com outro estudo realizado com estudantes de enfermagem e medicina em um
hospital escola o TCT, poderia apresentar-se como um marcador adicional da
transmissao hospitalar pelo M. tuberculosis (PEREIRA et al.,2013).

6.2. RESULTADOS DO HEMOGRAMA E PCR ULTRASSENSIVEL

Para fins de melhor caracterizagdo da condi¢cdo de imunidade, foi realizado o

hemograma e a PCR ultrassensivel de todos os individuos participantes do estudo.



60

O hemograma foi realizado em analisador automatizado de células sanguineas
modelo Cell-DI'N 3000 (ABBOTT, ILLINOIS, USA) e a PCR ultra sensivel no Ortho
Clinical Vitros 250 Chemistry System (Johnson & Johnson, USA).

Na avaliacdo hematolégica as medianas do numero de leucdcitos
encontradas foram: no grupo TCT de repeticdo negativo 6 415/mm?® e no grupo TCT
positivo 6 510/mm? (valor de referéncia: 3 500 a 10 500/mm?®). Dessa maneira,
verifica-se a auséncia de leucometrias indicativas de processos infecciosos ou
inflamatorios e o valor das hemacias encontra-se nos valores de normalidade,
afastando a hip6tese de anemia.

O teste da PCR ultrassensivel foi de 8 + 1,2 mg/L no grupo TCT de repeticdo
negativo e de 5 £ 1,7 mg/L no grupo TCT positivo, sendo o valor de referéncia da
PCR inferior a 10 mg/L. A PCR é uma proteina de fase aguda, ou seja, aumenta em
processos infecciosos. Nesta avaliacdo, assim como na leucometria, ndo ha
indicativo de que os participantes estivessem com infeccdo, o0 que poderia
comprometer este estudo. Os resultados da mediana dos leucdcitos total, percentual
de leucdcitos e a média da PCR em sangue periférico dos participantes do estudo

estdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2 Mediana de leucdcitos e a média da PCR em sangue periférico dos

participantes do estudo

Variaveis TCT de repeticdo  TCT positivo Valores de referéncia
negativo: N = 48 N=45

Leucéeitos/mm® 6.415 6.510 3.500 — 10.500
Neutrofilos 3.427 3.587 1.400 - 7.140
Eosindfilos 112 99 35-525
Linfécitos 1129 2250 700 - 4.410
Mondécitos 459 478 70— 1.260

Hemacias x 104 mm?® 4,56 4,43 40-52
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PCR mg/dL 8+1,2 5+1,7 <10

6.3 POLIMORFISMO EM GENES DE CITOCINAS

Diversos estudos realizados em diferentes etnias tém identificado
associacbes entre os SNPs em diversos genes candidatos na modulagédo da
resposta imune a TB, entretanto, os mecanismos moleculares responsaveis pela
suscetibilidade ao bacilo ainda n&o estdo bem esclarecidos.

A fim de compreender como o polimorfismo dos genes do hospedeiro poderia
influenciar na resposta imune, selecionamos cinco SNPs em genes de citocinas
relevantes para a suscetibilidade da TB: IFN-y +874T/A (rs 2430561); IL6 -174G/C
(rs 1800795) TNF -308G/A (rs1800629); IL10 -819C/T (rs1800871), IL-10 -592C/A
(rs1800872), IL-10 -1082A/G (rs1800896); e TGFB1 -869T/C cddon 10 (rs 1800470)
e TGFB1 -509 codon 25 (rs 1800469). Para todos os SNPs analisados, as

populacdes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

6.3.1 Polimorfismo do gene do IFN-y +874 T/A (rs 2430561)

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e dos fenétipos previstos
para o polimorfismo +874 T/A do gene IFN-y avaliada nos grupos estudados é
mostrada na tabela 3. As frequéncias observadas para os alelos T e A foram,
respectivamente, 0,322 e 0,678, no grupo de profissionais TCT de repeticdo
negativo, e 0,214 e 0,786, no grupo de profissionais TCT positivo. A andlise pelo
teste exato de Fisher mostrou que ndo houve diferenca estatistica para o
polimorfismo do IFN-y +874 T/A entre os grupos deste estudo (p=0,1258).

O numero de individuos com os genétipos TT, TA e AA foram,
respectivamente, 9, 11 e 25, no grupo de profissionais TCT de repeticdo negativo, e
3, 12 e 27, no grupo de profissionais TCT positivo. As frequéncias observadas dos
genotipos TT, TA e AA foram, respectivamente, 0,200, 0,244 e 0,556 em ??? e
0,072; 0,286 e 0,642, no grupo de profissionais TCT positivo. A analise estatistica



62

mostrou que as diferencas observadas entre os dois grupos nao sao significantes
(p=0.2517).

As frequéncias dos fendtipos previstos foram 0,200, 0,244 e 0,556, para o grupo de
profissionais TCT de repeticdo negativo, e 0,072; 0,286 e 0,642, no grupo de
profissionais TCT positivo, para altos, intermediarios e baixos produtores de IFN- y,
respectivamente. As diferengas observadas entre o0s grupos n&o foram

estatisticamente significantes (p=0.2517).

Tabela 3 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo +874 T/A (rs 2430561) do gene de IFN-y dos individuos com

TCT de repeticdo negativo e positivo.

Frequéncia do alelo

TCT de repeticdo negativo TCT positivo p
T 0,322 0,214
A 0,678 0,786 0,1258
(N) Frequéncia do gendtipo
TT (09) 0,200 (03) 0,072
TA (11) 0,244 (12) 0,286 0,2517
AA (25) 0,556 (27) 0,642
Frequéncias dos fenétipos previstos
Alto produtor (09) 0,200 (03) 0,072
Intermediario (11) 0,244 (12) 0,286 0,2517
Baixo Produtor (25) 0,556 (27) 0,642

Teste de Fischer

Nesse estudo, verificamos que nos dois grupos avaliados o alelo A estava
mais frequente que o alelo T e observamos também que o gendtipo AA teve uma
frequéncia maior que o gendtipo TT e TA; nos grupos TCT de repeticdo negativo, 25
(56%) apresentaram o0 gendétipo AA e no grupo TCT positivo, 27 (64%),
demonstrando que o fendtipo previsto de baixo produtor foi encontrado com maior
frequéncia que o fenotipo intermediario e alto produtor. Ainda que nao fosse
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encontrado valor estatisticamente significativo, tal fato poderia estar relacionado com
a maior suscetibilidade & doenca.

Resultados similares foram encontrados por Bendicho (2009), referentes ao
genaotipo +874 A/A de 210 individuos saudaveis doadores de sangue da mesma area
geografica, onde 45% apresentaram maior frequéncia de fendtipo previsto de baixo
produtor.

Corroborando com o nosso estudo, Henao e colaboradores (2006) estudaram
o polimorfismo do gene de citocinas em pacientes colombianos com diferentes
apresentacoes clinicas: TB pulmonar (140), TB pleural (30) e TB miliar (20). O grupo
controle foi composto de 140 adultos, sendo 54 TCT negativo e 81 TCT positivo, que
foram recrutados de pessoal médico e de laboratério. Os resultados encontrados
mostraram uma maior frequéncia do alelo A no grupo controle e pacientes TB
pulmonar do que em TB pleural e miliar. Outro dado foi a diminuicdo do genotipo T/T
homozigoto em TB pulmonar, mas ndo em TB pleural e miliar.

Um estudo discordante do nosso, realizado na regido norte, cujo grupo
controle era de 156 PS negativos para TB (TCT negativo e positivo), encontrou
maior frequéncia do alelo +874T e o gendtipo +874TT, assim como uma associacao
entre a presenca do alelo +874A e do gendtipo +874 AA com a TB ativa
(GRACA,20009).

A literatura relata a presenca do alelo A com a maior suscetibilidade para
desenvolver a TB pulmonar em diferentes populacées como a espanhola, egipcia,
brasileira, tunisiana, iraniana e chinesa, assim como o alelo T esta associado a
protecdo contra TB doenca (LOPEZ-MADERUELO et al., 2003; MOSAAD et al.,
2010; VALLINOTO et al.,2010; BEN SELMA et al., 2011; HU et al. 2015).

A esse respeito, algumas explicacfes para as diferencas e semelhancas dos
nossos dados: o pequeno tamanho da amostra e a caracterizagcdo étnica
referenciada e de ancestralidade genética, que pode diferir entre grupos
populacionais.

No que se refere a etnia autorreferenciada, foram encontrados 30 individuos
brancos, 34 pardos, 28 negros e 1 indigena. Essa heterogeneidade parece néo ter
influenciado os dados deste trabalho, pois uma pesquisa realizada anteriormente na
mesma area geografica mostrou ndo haver diferengca significativa entre o
polimorfismo do IFN-y (+874 T/A) e diferentes grupos étnicos (SILVA, 2003).
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Quanto a classificacao étnica, vale ressaltar que a cor da pele ndo determina
a ancestralidade genética, sobretudo na populacdo brasileira, altamente
miscigenada. Um estudo da genética da populacéo brasileira revelou que 27% dos
negros de uma pequena cidade mineira apresentavam uma ancestralidade genética
predominantemente ndo africana e 87% dos brancos brasileiros apresentaram pelo
menos 10% de ancestralidade africana (PARRA et al.,2003).
6.3.2 Polimorfismo do gene IL6 -174 G/C (rs1800795)

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e dos fenétipos previstos
para o polimorfismo -174G/C do gene IL-6 observadas nos diferentes grupos
estudados é mostrada na tabela 4. As frequéncias observadas para os alelos G e C
foram, respectivamente, 0,696 e 0,304, no grupo de profissionais TCT de repeticao
negativo, e 0,810 e 0,190, no grupo de profissionais TCT positivo. Nado foram
encontradas diferencas significativas nas frequéncias dos alelos observadas entre
os dois grupos (p=0,1162).

O numero de individuos com os genétipos GG, GC e CC observados nos
grupos foram, respectivamente, 24, 16 e 6, no grupo de profissionais com TCT de
repeticdo negativo, e 31, 6 e 5, no grupo de profissionais com TCT positivo. As
frequéncias genotipicas observadas nos dois grupos foram 0,522, 0,348 e 0,130, em
profissionais com TCT de repeticdo negativo, e 0,739, 0,142 e 0,120, no grupo de
profissionais com TCT positivo, para os genétipos GG, GC e CC, respectivamente.
As diferencas observadas entre os dois grupos néo foram estatisticamente
significantes (p=0.0687).

As frequéncias dos fenoétipos previstos foram 0,870 e 0,130, para o grupo de
profissionais com TCT de repeticdo negativo, e 0,881 e 0,109, no grupo de
profissionais com TCT positivo, para altos e baixos produtores de IL-6,
respectivamente. Entre o0s dois grupos nao foram encontrados diferencas

estatisticas (p=1,0).
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Tabela 4 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo -174 G/C (rs 1800795) do gene de IL-6 dos individuos com TCT

de repeticdo negativo e positivo

Frequéncia do alelo

TCT de repeticao TCT positivo
negativo p
G 0,696 0,810
C 0,304 0,190 0,1162
Frequéncia do gendtipo (N)
GG (24) 0,522 (31) 0,739
GC (16) 0,348 (06) 0,142 0.0687
CcC (06) 0,130 (05) 0,120
Frequéncias dos fendtipos previstos
Alto produtor (40) 0,870 (37) 0,881
Baixo produtor (06) 0,130 (05) 0,109 1,0000

Teste de Fischer

Os resultados mostrados neste estudo s&o similares com os dados da
literatura que ndo evidenciaram associacdo entre o polimorfismo da IL-6 e TB
(OLIVIERE et al., 2002; HENAO et al., 2005; ORAL et al., 2006; SELVARAJ et al.,
2008).

Os dois grupos do nosso estudo apresentaram o perfil de alto produtor. Os
resultados da frequéncia dos genétipos GG, GC e CC no grupo TCT de repeticao
negativo foram: 24 (52,2%), GC 16 (34,8%), CC 6 (13%); no grupo TCT positivo: 31
(73,8%), 6 (14,2%) e 5 (12%), respectivamente, e ndo houve diferenca estatistica.

No presente trabalho houve uma maior frequéncia do alelo G e do fendtipo
previsto de alto produtor desta citocina. Como a IL-6 estimula a producdo de

proteinas de fase aguda, seria esperado um aumento da PCR, o que nao ocorreu.
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Em concordancia com um estudo realizado na regido nordeste, que obteve 0s
seguintes valores: pacientes TB, frequéncia dos genétipos GG, GC, CC 27 (64,3%),
10 (23,8%), 5 (11,9%), respectivamente, e nos individuos controle, doadores de
sangue e submetidos a avaliacéo clinica a frequéncia dos gendétipos GG, GC e CC
foi de 45 (57%), 28 (35,4%) e 6 (7,6%), respectivamente, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre estas frequéncias (CORREIA, 2009).

Resultados diferentes foram obtidos em um estudo de caso controle na regiao
sul do Brasil, que avaliou os genes IL6-174G/C (rs1800795) e IL17A -197A/G
(rs2275913) em grupos diferentes: grupo controle de 125 individuos saudaveis
recrutados de um hemocentro, 50 contatos domiciliares e 191 pacientes do grupo
TB. Os resultados mostraram que o0 gendtipo G/C e o alelo C (CC+CG)
apresentaram uma diminuicdo do risco para o desenvolvimento de TB entre os
portadores do alelo C (MILANO et al.,2016).

6.3.3 Polimorfismo no gene TNF na posi¢cédo —308 G/A (rs1800629)

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas para o
polimorfismo no gene de TNF -308G/A, nos grupos de profissionais TCT de
repeticdo negativo e TCT positivo sdo mostradas na tabela 5. As frequéncias
observadas para os alelos G e A foram, respectivamente, de 0,891 e 0,109, no
grupo de profissionais TCT negativo, e de 0,786 e 0,214, no grupo de profissionais
TCT positivo. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos
(p= 0.0650).

As frequéncias absolutas dos genoétipos GG, GA e AA foram,
respectivamente, 37, 8 e 1, no grupo de profissionais TCT de repeticao negativo, e
28, 10 e 4, no grupo de profissionais TCT positivo. As frequéncias observadas dos
genotipos GG, GA e AA foram, respectivamente, 0,804, 0,174 e 0,022, em
profissionais TCT de repeticdo negativo, e 0,667, 0,238 e 0,095, no grupo de
profissionais TCT positivos. A analise estatistica mostrou que as diferencas

observadas entre os dois grupos néo foram significantes (p= 0.2130).
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As frequéncias dos fendtipos previstos de alto e baixo produtor sédo 0,196 e
0,804, no grupo de profissionais TCT de repeticdo negativo, e 0,333 e 0,667, no
grupo de profissionais TCT positivo. A comparacéo das frequéncias entre 0s grupos

nao mostrou diferenca estatistica (p= 0.1549).

Tabela 5 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo — 308 G/A (rs1800629) do gene TNF dos individuos com TCT

de repeticdo negativo e positivo.

Frequéncia do alelo

TCT de repeticdo negativo TCT positivo P
G 0,891 0,786 0,0650
A 0,109 0,214
Frequéncia do gendtipo (N)
GG (37) 0,8043 (28) 0,667 0,2130
GA (08) 0,1739 (10) 0,2381
AA (01) 0,0218 (04) 0.0950
Frequéncias dos fendtipos previstos
Baixo produtor (37) 0,8043 (28) 0,6667 0,1549
Alto produtor (09) 0,1957 (14) 0,3333

Teste de Fischer

Os dois grupos do nosso estudo apresentaram o perfil de baixo produtor, os
resultados da frequéncia dos gendétipos GG, GA e AA no grupo TCT de repeticédo
negativo foram: 37 (80,4%), 8 (17,4%), 1 (2,2%), no grupo TCT positivo 28 (66,7%),
10 (23,8%) e 4 (9,5%), respectivamente, e ndo houve diferenga estatisticamente
significativa. Os nossos dados sdo semelhantes aos encontrados em outras
populacbes que ndo demonstraram associacdo deste polimorfismo com
suscetibilidade a TB (ORAL et al.,2006; ATES et al.,2007).

Em um estudo similar realizado no Brasil com 250 pacientes de TB néo foi
observado nenhuma diferenca significativa das frequéncias genotipicas e alélicas

nas diferentes formas de apresentacgéo clinica da TB (OLIVEIRA et al.,2004).
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6.3.4 Polimorfismo no gene IL10 nas posi¢cdes -1082A/G (rs1800896); -592C/A
(rs1800872), -819C/T (rs1800871).

As possiveis combinacdes dos polimorfismos nas posi¢cdes -1082 G/A, -
819C/T e -592C/A formam os haplétipos GCC, ACC e ATA. O nimero de individuos
com 0s gendétipos possiveis GCC/GCC, GCC/ACC, GCC/ATA, ACC/ACC, ACC/ATA
e ATA/ATA foram respectivamente 2, 10, 17, 3, 8 e 6, no grupo de profissionais TCT
de repeticdo negativo, e 3, 7, 16, 5, 8, 3, no grupo de profissionais TCT positivo.
Para a anadlise estatistica, os genétipos foram agrupados de acordo com o0s
fendtipos. Assim, foram agrupados os valores obtidos com os gen6tipos GCC/ACC e
GCC/ATA (produtores intermediarios), os valores obtidos com o0s genétipos
ACC/ACC, ACC/ATA e ATA/ATA (baixos produtores) e o gendtipo GCC/GCC, que
corresponde a altos produtores. A analise mostrou ndo haver diferencas
significantes entre os fenétipos previstos de alto produtor, intermediario e baixo nos
grupos comparados (p=0,4351). Os dados estao representados na tabela 6.

Considerando-se os polimorfismos em cada posicdo separadamente, foram
observadas as frequéncias alélicas e genotipicas a seguir: na posicao -1082G/A, no
grupo de profissionais TCT de repeticdo negativo, para os genétipos GG 0,043, GA
0,587 e AA 0,370 e os alelos G e A foram 0,337 e 0,663, respectivamente.

Para o grupo de profissionais TCT positivo, os resultados foram: GG 0,071,
GA 0,547 e AA 0,391 e os alelos G e A 0,345 e 0,655, respectivamente. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significante nas frequéncias genotipicas para
o polimorfismo -1082G/A (p=0,8314), nem na analise das frequéncias dos alelos G e
A (p=1).

Na posicédo -819C/T, as frequéncias encontradas no grupo de profissionais
TCT de repeticdo negativo foram: genotipos CC 0,326, CT 0,544 e TT 0,130 e os
alelos C e T foram 0,598 e 0,402, respectivamente. No grupo de profissionais TCT
positivo, as frequéncias encontradas foram: genétipos CC 0,358, CT 0,571, TT 0,071

e os alelos C e T 0,643 e 0,357, respectivamente.
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Na posicao -592C/A, as frequéncias encontradas no grupo de profissionais
TCT negativo foram: genétipos CC 0,326, CA 0,544, AA 0,130 e os alelos C e A
0,598 e 0,402, respectivamente.

No grupo de profissionais TCT positivo as frequéncias encontradas foram CC
0,358, CA 0,571, AA 0,071 e os alelos C e A 0,643 e 0,357, respectivamente.

A andlise da frequéncia alélica nas posicdes -819 e -592 nos dois grupos nao
mostrou diferenca estatisticamente significante (p=0,6412), e nem na analise das

frequéncias genotipicas (p=0, 6569).

Tabela 6 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para os polimorfismos -1082 A/G (rs1800896), -592C/A (rs1800872), -819C/T
(rs1800871) do gene IL-10 dos individuos com TCT de repeticdo negativo e positivo.

Frequéncia do alelo

TCT de repeticdo negativo TCT positivo p
-1082G 0,2619 0,3670
-1082A 0,7381 0,6330 1,0
-819C 0,6190 0,6383
-819T 0,3809 0,3617 0,6412
-592 C 0,6190 0,6383
-592 A 0,3809 0,3617 0,6412
(N) Frequéncia do genotipo
GCC/GCC (02) 0,043 (03) 0,072
GCC/ACC (10) 0,218 (07) 0,167
GCC/ATA (17) 0,370 (16) 0,380
ACC/ACC (03) 0,065 (05) 0,119
ACC/ATA (08) 0,174 (08) 0,190
ATA/ATA (06) 0,130 (03) 0,072
Frequéncias dos fendtipos previstos
Alto produtor (02) 0,043 (03) 0,071
Intermediario (27) 0,587 (23) 0,547 0,8314
Baixo produtor (17) 0,370 (16) 0,382

Teste de Fischer
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Um dos fatores genéticos envolvidos na suscetibilidade as doencas
infecciosas € o polimorfismo das regides promotoras que afetam a expressao de
citocinas reguladoras da resposta imune. A IL-10 é uma citocina importante durante
a fase latente/cronica da TB, onde a alta producdo pode estar relacionada com
suscetibilidade e reativacdo da doenca (ZHANG et al.,2011).

Na regidao promotora do gene da IL-10 podem ser encontrados trés SNP
localizado nas posicdes -1082G/A, -819C/T e -592A/C, que conferem a condicdo de
alta, intermediaria e baixa produc¢éo da citocina (TURNER et al., 1997).

Avaliando as frequéncias dos fenétipos previstos do gene IL-10 -1082G/A, -
819C/T e -592C/A foi verificado no grupo TCT de repeticdo negativo uma frequéncia
de alto produtor 2 (4,3%), intermediario 27 (58,7%) e 17 (37%) e no grupo TCT
positivo 3 (7,1%), 23 (54,8%) e 16 (38,1%), respectivamente.

Nos dois grupos, a maior frequéncia dos fendtipos previstos foi de
intermediario. Os genotipos que apresentaram 0s maiores valores percentuais no
grupo TCT de repeticdo negativo foram: GCC/ATA (36,9%), GCC/ACC (21,7) e
ACC/ATA (17,4%); no grupo TCT positivo os genotipos GCC/ATA (38,0), ACC/ATA
(19,0%) e GCC/ACC (16,7%), respectivamente.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa para o polimorfismo da IL-
10 -1082G/A, -819CI/T e -592 A/C entre os grupos estudados, o que estd em
concordancia com outros trabalhos publicados (TSO et al., 2005; HENAO et al.,
2006). Porém, alguns estudos mostram suscetibilidade para TB na presenca do alelo
G e do polimorfismo IL-10 -1082G em pacientes com TB, quando comparados a
grupo controle sem TB (ORAL et al., 2006; ATES et al., 2008; BEN-SELMA et al.,
2011).

Estudos de meta-analise sugerem que os individuos portadores do alelo G
tém um maior risco para a TB, assim como o polimorfismo IL-10 -1082G/A, IL-
819C/T e IL-592A/C podem estar associados a suscetibilidade a TB em certas
etnias. Referem também a associacao do genétipo -1082GG de IL-10 em pacientes
com TB pulmonar, quando comparados com grupo controle. Tem sido descrito que a
IL-10 -819 T/C pode estar associada com fator de risco de TB em asiaticos e a IL10 -
592A/C nos europeus, porém os resultados ainda continuam controversos (LIANG et
al.,2014; GAO et al.,2015).
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No nosso estudo ndo foram analisadas as frequéncias genotipicas em
separado, de cada polimorfismo. Foi realizada a analise dos haplotipos que

permitem a caracterizacdo do fenétipo previsto, que era o interesse do estudo.

6.3.5. Polimorfismo no gene TGFB1- 869T/C cdédon 10 (rs 1800470) e TGFB1 -
509C/T co6don 25 (rs 1800469)

6.3.5.1 Codon 10 (rs 1800470) do gene TGFB1 -869T/C

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e dos fenotipos previstos
para o polimorfismo no cédon 10 T/C do gene TGF-B71, observada nos grupos de
profissionais TCT de repeticdo negativo e de profissionais TCT positivo, € mostrada
na tabela 7. A frequéncia observada do alelo T foi 0,666 e 0,484, nos grupos de
profissionais TCT de repeticAo negativo, e de profissionais TCT positivo,
respectivamente. A frequéncia do alelo C foi 0,333 e 0,516, nos grupos de
profissionais TCT de repeticdo negativo, e de profissionais TCT positivo,
respectivamente. A andlise estatistica mostrou que as diferencas observadas entre
os dois grupos foram significantes p= 0,0402.

O numero de individuos com os genétipos TT, TC e CC observados nos dois
grupos estudados foram 14, 17 e 15, respectivamente, no grupo de profissionais
TCT de repeticdo negativo, e 14, 19 e 8 no grupo de profissionais TCT positivo. As
frequéncias observadas para os genétipos TT e TC e CC foram 0,304, 0,370 e
0,326, respectivamente, no grupo de profissionais TCT de repeticdo negativo, e
0,341, 0,461 e 0,195, no grupo de profissionais TCT positivo. A analise estatistica
mostra que as diferencas observadas entre os dois grupos néo foram significantes
p= 0.06859.
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Tabela 7 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo -869T/C cdédon 10 (rs 1800470) do gene TGFB1 dos individuos

com TCT de repeticdo negativo e positivo.

Frequéncia do alelo

TCT de repeticéo TCT positivo
negativo P
T 0,6667 0,4840
C 0,3333 0,5160 0,0402
(N) Frequéncia do gendtipo
1T (14) 0,304 (14) 0,341
TC (17) 0,370 (19) 0,461 0,0686
CC (15) 0,326 (08) 0,195

Teste de Fischer

6.3.5.2 Cédon 25G/C (rs1800469) do gene TGFB1 -509 C/T

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e dos fendtipos previstos
para o polimorfismo do gene TGF- 87 no cédon 25 (G/C) observada nos dois grupos
€ mostrada na tabela 8. As frequéncias observadas para os alelos G e C foram
0,9048 e 0,0952, no grupo de profissionais TCT de repeticdo negativo, e de 0,8351 e
0,1649, no grupo de profissionais TCT positivo. Foram encontradas diferencas
significativas na frequéncia dos alelos observados entre os dois grupos (p=0,0402).

O numero de individuos com os genétipos GG, GC e CC, observados nos
dois grupos estudados foram 33, 12 e 1, no grupo de profissionais TCT de repeticéo
negativo, e 32, 5 e 4 no grupo de profissionais TCT positivo, respectivamente. As
diferencas entre os valores observados n&o sdo estatisticamente significantes
(p=0,1094).

As frequéncias genotipicas observadas foram 0,717, 0,261 e 0,022, no grupo
de profissionais TCT de repeticdo negativo, 0,781, 0,121 e 0,098, no grupo de

profissionais TCT positivo, para 0os genotipos GG, GC e CC, respectivamente.
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Tabela 8 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo cédon 25G/C (rs1800469) do gene TGFB1 -509 C/T dos

individuos com TCT de repeticdo negativo e positivo.

Frequéncia do alelo

TCT de repeticdo negativo TCT positivo P
G 0,9048 0,8351
C 0,0952 0,1649 0,3441
(N) Frequéncia do gendtipo
GG (33) 0,717 (32) 0,781
GC (12) 0,261 (05) 0,121 0,1094
CcC (01) 0,022 (04) 0,098

Teste de Fischer

6.3.5.3 Distribuicdo das frequéncias fenotipicas cédon 10T/C (rs 1800470) e
codon 25G/C (rs1800469) do gene TGFB1

A distribuicdo das frequéncias dos fenétipos previstos para o polimorfismo do
gene TGF-B1 (codon 10T/C, cédon 25G/C) observada nos grupos de profissionais
TCT de repeticdo negativo e de profissionais TCT positivo € mostrada na tabela 9.

As frequéncias fenotipicas inferidas com base na analise dos gendétipos foram
0,020, 0,270 e 0,170, para o grupo de profissionais TCT de repeticdo negativo, e
0,071, 0,547 e 0,382 no grupo de profissionais TCT positivo, para alto, intermediario
e baixo produtor de TGF-B1, respectivamente. Ndo foram observadas diferencas

significativas na frequéncia dos fenétipos previstos (p= 0,8314).
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Tabela 9 — Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas previstas
para o polimorfismo do gene de TGF-B1 cdédon 10T/C (rs 1800470) e codon 25G/C
(rs1800469) do gene TGFB1 dos individuos com TCT de repeticdo negativo e

positivo
Frequéncia do genotipo (N) p
TCT de repeticdo negativo | TCT positivo
T/T GIGE (12) 0,261 (11) 0,268
T/C GIG? (12) 0,261 (16) 0,390
T/C GIC? (04) 0,087 (01) 0,024
C/C G/G? (09) 0,196 (05) 0,122
T/T GIC? (02) 0,043 (01) 0,073
C/C GIC? (06) 0,130 (03) 0,0851
c/c cic? (0) 0,0000 (0) 0,000
T/T CIC® (0) 0, 0000 (02) 0,0049
T/C CIC® (01) 0,022 (02) 0,0049
Fendtipo previsto
Alto produtor (02) 0,020 (03) 0,071 0,83
Intermediario (27) 0,270 (23) 0,547
Baixo produtor (17) 0,170 (16) 0,382

IAlto produtor; ? Intermediario; ° baixo produtor

Teste de Fischer

Em nosso estudo ndo houve diferenca entre as frequéncias alélicas e
genotipicas e dos polimorfismos investigados entre 0s grupos.

Quando avaliamos as frequéncias dos fenotipos previstos, observamos que
nos dois grupos a maior ocorréncia foi de produtor intermediario e uma maior
frequéncia do gendétipo T/T G/G e T/C G/G. Este resultado foi similar a um estudo
que observou uma reducdo do alelo T do cédon 10 nos individuos com TB, em
relacdo aos grupos controles, sugerindo um efeito protetor, enquanto no alelo C do
cédon 10 houve um aumento de expressdo nos individuos TB, que pode estar
associado a suscetibilidade a TB (ROLIM, 2009).
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Pode ser que no grupo estudado n&o tenha sido identificada a prevaléncia de

altos produtores de TGF-, porque ndo eram doentes, e sim PS contactantes.

6.4 CORRELACAO ENTRE O TCT E IGRA

OrganizagOes globais estdo comecando a reconhecer que para combater de
forma eficaz a TB € importante a identificacdo e o tratamento da TBIL. Na busca de
um diagnéstico mais sensivel e especifico, novas tecnologias para substituir o TCT
vém sendo testado para deteccdo de TBIL. Apesar de nem todos os infectados com
0 bacilo desenvolverem a TB ativa, certos grupos tém um risco mais elevado de
infeccdo por TB, dentre esses, 0s profissionais de saude.

O TCT ainda € o exame mais utilizado na rotina para diagndstico da infeccao
de TB que mede as respostas imunes ao PPD in vivo. Uma das maiores limitacdes
do TCT é a baixa especificidade, especialmente em individuos que foram vacinados
pelo BCG, ou naqueles infectados por micobactérias atipicas ou ambientais. O teste
pode evidenciar ainda sensibilidade baixa, especialmente em individuos
imunocomprometidos. Outra limitacdo importante é a necessidade do paciente
retornar ao laboratério no periodo de 48 a 96 horas, apés a aplicacdo do PPD para
leitura do resultado (DIEL et al.,2009).

Atualmente esta disponivel um novo teste de diagnéstico da infec¢édo de TB in
vitro, o IGRA, que é um exame de sangue controlado capaz de detectar a infec¢éo
TB com especificidade e sensibilidade maiores que a do TCT.

Em 2014, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria liberou o teste do IGRA
para diagndstico no Brasil. O uso anterior a essa data estava autorizado somente
para pesquisa.

No presente estudo foi utilizado o QFT® para a dosagem de IFN-y pelo
método ELISA. Os resultados foram calculados usando o software do kit e cada
amostra teve resultado de Positivo, Negativo ou Indeterminado.

Os dados do IGRA das amostras com valores diferentes aos encontrados nos
registros de TCT foram reavaliados ou repetidos. Foram coletadas novas amostras

para o0s seis resultados indeterminados para confirmacdo. Os resultados
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confirmados como indeterminados apos segunda coleta ndo foram incluidos na

andalise.

6.4.1 Resultados do TCT de repeticado negativo e TCT positivo em comparagao
ao IGRA.

Dos 47 profissionais de saude TCT de repeticdo negativo (ponto de corte <5
mm), 25 (53,2%) tinham IGRA negativo e 22 (46,8%), IGRA positivo. Dos 40
profissionais de saude TCT positivo (ponto de corte > 10 mm), 13 (32,5%)
apresentaram IGRA negativo e 27 (67,5%), IGRA positivo, conforme tabela 10.

Outro dado digno de nota foi o resultado do IGRA negativo em um
participante voluntario com reagdo TCT flictenular (resultado=25 mm), tendo sido a
amostra de sangue coletada no ato da leitura do teste cutaneo, para excluir qualquer

davida.

Tabela 10 — Comparacao entre os resultados de teste cutaneo tuberculinico (TCT) e

ensaio de deteccéo de interferon gama (IGRA)

Variaveis IGRA negativo IGRA positivo TOTAL

n (%) n (%)
TCT negativo de repeticéo 25/53,2 221/46,8 47
TCT positivo 13/32,5 27167,5 40
Total 38 49 87

Nesse trabalho, os parametros hematoldgicos de todos os individuos néo
indicavam processos infecciosos, inflamatérios ou desnutricdo. A anergia, devido a
doenca avancada, e imunossupressao podem reduzir a sensibilidade do IGRA, dado
gue descarta a interferéncia desta natureza na nossa amostra (PAl et al., 2008).

Foi observada no presente estudo uma concordancia entre o0s testes,
interpretada como mediana com o valor de indice Kappa de 0,24 e indice de
concordancia de 95% (0,003 — 0,404). Dos individuos TCT positivo / IGRA negativo,
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32,5% apresentaram niveis de IFN-y detectaveis, porém abaixo do ponto de corte
(0,35 Ul/mL). Estes dados sugerem resultado falso negativo do IGRA, que talvez
possa ser corrigido com a padronizacdo de um ponto de corte em populacdes com
alta prevaléncia da doenca. Uma possivel explicacdo para esse fato € a maior
especificidade do IGRA. Por outro lado, em localidades com boas condi¢cdes
socioecondmicas e baixa prevaléncia da TB, verifica-se concordancia superior a
80% (VAN PINXREREM et al.2000; AREND et al., 2007).

O grau de concordancia razoavel pode ser explicado também pela
subjetividade do TCT, onde alguns fatores poderiam levar a um resultado falso
negativo, tais como: erro técnico na aplicacdo do TCT, variabilidade de resposta
imune devido a fatores intrinsecos ou extrinsecos (DIEL, et al.,2009). Alguns
estudos sugerem que se deve pensar em resultado de TCT falso positivo devido a
uma resposta cruzada com a vacina BCG, o que foi discutido previamente por
Campos (2006), assim como a um aumento da area de enduracdo, fato este
registrado em individuos que fizeram uso da vacina BCG (ADETIFA et al., 2007).
Porém, no presente estudo, ndo podemos afirmar que esses individuos foram
imunizados, pois 0s mesmos tinham idade superior & data em que a vacina passou a
fazer parte do calendario vacinal.

Em um estudo realizado com profissionais de salude em quatro cidades
brasileiras com alta incidéncia de TB, cujos resultados corroboram com 0 nosso
estudo, foi observado que quando utilizado o valor de corte para o TCT =2 10 mm a
concordancia entre IGRA e TCT foi de 69% (K=0,31) e o valor de corte = 5 mm foi de
57%, com indice de k=0,22 (SOUZA et al., 2014).

Outro trabalho realizado na Australia com 193 profissionais de saude, média
de idade de 35,6 anos e vacinados com BCG, a prevaléncia de TBIL foi de 88,8% no
TCT e 14,5% no teste QFT®. A concordancia entre os testes mostrou valor de kappa
menor que 0,05 (HUNG et. al., 2013).

Similarmente a um estudo de coorte que analisou os testes do IGRA e TB
subsequente em 643 contatos de TB, com um seguimento médio de 3,7 anos, a
correlacdo dos resultados dos testes mostrou indice kappa = 0,35 (MOYO et al.,
2015).

Naranjo e colaboradores (2010) avaliaram uma populacdo heterogénea
composta de imigrantes e populacdo local e encontraram o0s seguintes resultados

entre individuos contactantes: TCT (=10 mm) k= 0,53 e contatos n&o baciliferos TCT
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(2 5 mm) k= 0,28. Os resultados apresentados diferem dos dados encontrados no
nosso trabalho. Talvez a explicacdo para essa diferenca seja o fato da
heterogeneidade da amostra.

Uma pesquisa realizada na mesma area geografica apresentou resultados
diferentes. Em uma amostra composta de 255 individuos contactantes com TB, 100
(39,2%) eram TCT+ / IGRA+ e outros 94 (36,8%) individuos TCT- / IGRA-. De
acordo com este estudo (k=0,53), em um cenario endémico para a tuberculose, os
resultados TCT parecem ser mais adequados na decisdo de tratar a infeccdo por
TBIL.

Em outro estudo realizado na cidade de Vitéria, Espirito Santo, Brasil, foi
avaliada a concordéncia entre os testes TCT e IGRA e a eficacia do IGRA no
diagnostico de nova infeccao por M. tuberculosis, em contatos domiciliares de TB
pulmonar. Os contatos que apresentaram TCT negativo foram submetidos a um
segundo teste apos 8 a 12 semanas. Concluiram que para contactantes expostos
recentemente é recomendado o uso dos dois testes e um valor de corte inferior para
IGRA, para permitir um acompanhamento mais préximo para a conversdo em
potencial, k=0,57 (MACHADO et al., 2009; RODRIGUES et al.,2014).

6.4.2. Associacao entre o polimorfismo +874 A/T do gene IFN-y e o resultado
do IGRA e TCT

A literatura relata estudos que buscam avaliar a associacdo entre
polimorfismos e protecdo ou suscetibilidade a TB e comparam a frequéncia dos
genotipos em pacientes com TB ativa, com a frequéncia em individuos saudaveis e
com TBIL.

Fatores genéticos do hospedeiro como o polimorfismo nos genes das
citocinas tém sido muito estudados na patogénese da TB e tém apresentado
resultados discordantes.

Em algumas populagbes ndo é possivel associar o polimorfismo do IFN-y
+874T/A com protecdo ou suscetibilidade a TB ativa. Alguns estudos mostram que a
auséncia de associacdo possa ser devido a heterogeneidade nas caracteristicas das

frequéncias genotipicas ou pelo fato do polimorfismo néo ter efeito mensuravel sobre
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a protecao contra a TB nestas populacdes (MORAN, et al., 2007). Por outro lado,
estudos em outras populacbes, mesmo com pequeno numero de individuos
avaliados, foram capazes de demonstrar significancia na ocorréncia de
polimorfismos relevantes associados a suscetibilidade a TB (MOTSINGER-REIF, et
al, 2010).

Mesmo o IFN-y sendo importante para o diagnostico da TB, encontram-se
poucos registros de estudos que relacionam o polimorfismo e a producado in vitro
dessa citocina. A hipGtese de associacdo entre estes polimorfismos e a
suscetibilidade a TB foi sugerida com base na importancia destas citocinas na
resposta imuno-inflamatéria e de evidéncias que sugerem que mecanismos
envolvidos com a regulacdo da resposta inflamatéria tém um papel importante na TB
e TBIL.

No presente estudo, os resultados relativos aos fendtipos previstos de alto
(TT), intermediario (TA) e baixo produtor (AA) de IFN-y, a partir do polimorfismo na
posicdo +874A/T em ambos 0s grupos, mostraram que a maior frequéncia foi a de
baixo produtor. Foram observados nos individuos com TCT- / IGRA- os seguintes
resultados para os fenétipos previstos de alto produtor (7) intermediario (6) e baixo
(15); TCT- / IGRA+: alto (0), intermediario (4), baixo (12), TCT- / IGRA
indeterminado: alto (0), intermediario (0) e baixo (1). Os individuos com TCT+ / IGRA
— nos resultados foram: alto (0), intermediario (3) e baixo (11); TCT+ / IGRA +: alto
(3), intermediario (6) e baixo (15); TCT+ / IGRA+ TCT indeterminado: alto (0),
intermediario (1) e baixo (3). Foram excluidas do estudo 6 amostras por
apresentarem problema de qualidade. Os resultados em numeros e porcentagens

sdo mostrados na tabela 11.

Tabela 11 - Fendtipo previsto e polimorfismo genético do IFN-y +874A/T em relacdo ao
IGRAe TCT
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Grupos IGRA Produtor
TCT Resultados Alto Intermediario Baixo
n n % n% n%
Negativo Negativo 7 /15,6 6/13,6 15/33,0
(n=45) (n=28)
Positivo 0 4/8,9 12 /26,7
(n=16)
Indeterminado 0 0 1/2,2
(n=1)
Positivo Negativo 0 3/7.1 11 /26,2
(n=42) (n=14)
Positivo 3/7,1 6/14,3 15/35,7
(n=24)
Indeterminado 0 1/2,5 3/71
(n=4)

TCT = Teste cutaneo tuberculinico

IGRA= Ensaio de liberac&o de Interferon gama.

Ao analisar o grupo TCT- / IGRA-, verificou-se que o fendtipo previsto de
intermediario foi de 6 (13,6%) e de baixo produtor 15 (33%). Talvez ndo tenha
reagido no teste diagnostico in vivo, mas o sistema imune é eficiente, porque nao
tem historia de doenca. Sob estimulo, apesar de baixo produtor, o sistema imune
consegue reagir conforme observado na reatividade inespecifica (com o mitbgeno
do IGRA).

Dos profissionais pesquisados no grupo de individuos TCT de repeticao
negativo com IGRA negativo, 7 (15,6%) apresentaram perfil de alto produtor. Uma
das justificativas seria que apesar da exposicdo ao bacilo, devido ao setor de
trabalho, talvez esse profissional ndo tenha tido contato com o agente, o que pode
ser explicado por medidas preventivas, como o controle administrativo baseado na
busca e identificacdo precoce de casos baciliferos e na agilidade de iniciar o
tratamento. Outra hipotese seria o controle ambiental, cuja finalidade € diminuir a
concentragéo de aerossois infectantes em areas de risco, e talvez, uma das medidas
mais importantes, principalmente onde as duas medidas anteriores tenham sido
insuficientes, seria o uso de equipamentos de protec&o individual ou respiratoria. E
ainda importante que todos os profissionais sejam informados sobre o risco a que
estardo expostos, sobre os sintomas da doenca e da importancia de seu diagndéstico

precoce.
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Provavelmente pela conduta de longa experiéncia em trabalho hospitalar com
agente de contato por via aérea, ha pelo menos 8 anos, e por medidas de
biosseguranca eficientes, supostamente o sistema imune destes individuos reagiram
a infeccdo ou ela foi controlada no estado assintomatico, pela formacdo de um
granuloma eficaz em conter o bacilo e prevenir a disseminagdao. O controle desta
infeccdo cronica resulta de um equilibrio permanente do hospedeiro e a
micobactéria. A distribuicdo dos grupos em relacdo ao resultado do IGRA e do
fenotipo previsto do polimorfismo do gene IFN-y +874A/T encontram-se nas figuras 6
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Figura 6 - Frequéncia fenotipica do gene IFN-
y +874A/T e o teste IGRA de PS TCT de

repeticdo negativo

Figura 7 - Frequéncia fenotipica do gene IFN-
y +874A/T e o teste IGRA de PS TCT positivo

IGRA= Ensaio de liberag&o de Interferon gama.

IGRA= Ensaio de liberacéo de Interferon gama.

Na populacdo TCT- / IGRA-, composta por individuos com reatividade
mitogénica, sendo o teste validado pelo critério do fabricante, verificou-se que o
fendtipo previsto de alto produtor no estimulo inespecifico (mitdgeno) obteve o valor
da média de densidade 6tica (OD) do IFN y (2,6), comparado ao intermediario (2,1)
e baixo produtor (2,1). Pode-se atribuir a isso uma condi¢cdo basal de resposta e
defesa com eliminacdo do agente ao contato, sem infeccdo ou ndo contato prévio,
devido as exigéncias do uso de equipamentos de protecdo individual do trabalhador,
ou ainda o eventual contato com micobactérias atipicas.

Entre os individuos TCT+ / IGRA- nédo foi encontrado o perfil de alto produtor,

0 que nos leva a questionar se o alto produtor que reage in vivo deveria também
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exercer a mesma reacao in vitro. Assim, podemos inferir que esses profissionais ndo
tem fenotipo previsto de alto produtor de IFN y.

A distribuicdo no grupo TCT+ / IGRA indeterminado apresentou os seguintes
resultados para os fendtipos previstos de intermediario e baixo produtor:
intermediario 1 (2,5%) e baixo 3 (7,1%), sendo considerado pouco representativo
para maiores conclusdes. Nenhum PS IGRA negativo foi alto produtor.

Foi observado que a maior frequéncia nos profissionais de saude de fenoétipo
previsto de baixo produtor para IFN-y, apenas um individuo foi IGRA indeterminado,
sendo considerado pouco representativo para maiores conclusées. Nenhum IGRA
positivo foi alto produtor.

Porém, ao analisar os individuos TCT positivos, esperava-se que
produzissem maiores quantidades da citocina, j& que sdo referidos na literatura
como produtores de IFN-y in vivo, o qual é responsavel pela enduracdo no teste.
Contrariamente, foi verificado que 26,2% dos PS TCT positivos foram negativos no
IGRA e tiveram fendtipo previsto de baixo produtor de IFN-y, dado este nao
condizente com o esperado.

Uma das possibilidades da diferenca entre a producédo desta citocina in vivo e
nao in vitro poderia ser a presenca de micobactérias ambientais que poderiam levar
a resultados falso-positivos no TCT, pois geram reacdes cruzadas. No IGRA sao
usadas fracdes antigénicas especificas do M. tuberculosis que detectam a infec¢céo
TB com especificidade e sensibilidade maior que o TCT com menor possibilidade de
reacoes falso-positivas. Alguns trabalhos relatam os dados de correlacéo, mas néo o
fazem concomitantemente ao estudo de polimorfismo.

Ao analisar o grupo TCT+ / IGRA+, os dados mostram correlacdo dos testes
in vivo e in vitro para reatividade em 24 individuos. O polimorfismo desses individuos
tem o perfil dos fenotipos previstos de baixo produtor, sendo apenas 6 de
intermediario e 3 de alto produtor. Isso mostra concordancia com os dados de um
trabalho de tese realizado na mesma cidade deste estudo (CARNEIRO, 2012).

Entre as analises de reatividade e nao reatividades discutidas, outro ponto a
ser analisado é a vacinacdo da BCG que possui na sua composicdo uma
complexidade de proteinas bacterianas que é partilhada com muitas bactérias
ambientais. Isto levaria a uma resposta falso-positiva no TCT. Neste estudo, como ja

referendado a BCG parece néo ter interferido no resultado.
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Este estudo foi realizado com um critério de base na medicina e na saude
ocupacional, com foco no teste diagnéstico de TBIL. Do total de cerca de 1.200
profissionais vinculados ao hospital de referéncia secundaria e terciaria para TB,
havia registro de cerca de 300 PS, sendo de 87 TCT negativos. Desses 48 (55,0%)
participaram do estudo. O que caracteriza interesse e representativa da populagao
alvo neste ambiente de trabalho de risco de infecgéo de TB.

N&o foram encontrados dados na literatura com a abordagem de estudos e
acompanhamento de PS com capacidade de resposta in vivo e in vitro e
polimorfismo genético de citocina associado ao diagnostico de infec¢do pelo

M.tuberculosis.
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7 CONCLUSOES

Nesse estudo foi encontrada uma concordancia mediana entre o TCT e o

IGRA, na andlise dos grupos de profissionais da saude.
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Nao foi observada diferenca estatistica no polimorfismo do gene IFN-
y+874T/A para frequéncia de fendtipo previsto de baixo produtor, comparando
os grupo do TCT de repeticdo negativo e TCT positivo e seus respectivos
IGRA.

Foi observada diferenca estatistica no polimorfismo do gene TGFB1 +869 T/C

entre os dois grupos.

Os polimorfismos dos genes IFN y +874T/A, TNF -308G/A, IL6 -174G/C IL10 -
1082G/A, -819C/T e -592C/A e TGFB1-509 C/T ndo parecem ser marcadores

de predisposicéo ou protecdo ao desenvolvimento da TBIL.
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8 CONSIDERACOES FINAIS.

Os PS constituem um grupo de risco para a TB pelo constante contato com

todos os tipos de pacientes. Mesmo diante dos avangos cientificos e tecnoldgicos, a
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diversidade e complexidade dos processos de trabalho existentes em um hospital
traduzem-se em um ambiente potencialmente de risco a saude.

Pela importancia desses para a saude publica, procurou-se com esta tese
uma analise da saude destes trabalhadores e, a partir dos dados coletados, levantar
uma discussédo sobre TCT / IGRA e polimorfismo genético de citocinas.

Estudos epidemiolégicos em nivel nacional poderiam contribuir para identificar
e rastrear o risco dos profissionais de saude para TBIL e TB, de acordo com a
atividade profissional e as caracteristicas do ambiente de trabalho, com uma maior
amostragem populacional.

Ressaltamos que este estudo pode contribuir para estudos de meta-analise

no futuro.
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& para Desenvolimento
ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA das Ciéncias

MITE DE ETICA EM PESQUISA
Salvador, 24 de julho de 2009.

OFICIO N°. 86/2009

REFERENTE AO PROTOCOLO N°.119/2008

“PEDRONIZACAO DE TESTE IMUNODIAGNOSTICOS INVIRO
ALTERNATIVOS PARA TUBERCULOSE HUMANA E AVALIACAO DA
RESPOSTA INVITRO A DIFERENTES ANTIGENOS MYCOBACTERIUM SP E
CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS”

Pesquisador: Prof’. JOSE MAYER NASCIMENTO

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Bahiana para o Desenvolvimento das
Ciéncias, apés a analise do ponto de vista bioético das corregdes de pendéncias do
Protocolo acima citado, recebidas em 26.03.09, considera que o Protocolo atende aos
principios éticos em pesquisa em seres humanos, segundo a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP CNS-MS). Diante do exposto julga o
protocolo supracitado APROVADO.

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

do cronograma citado no mesmo protocolo.

Saudagdes,

Profa. Dra. Luciola Maria L/6pes Crisostomo
Coordenadora do CEP/EBMSP/FBDC

Ilmo.. Sr.

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

Salvador, 24 de julho de 2009.

Av. D. Jodio VI, 274 - Brotas / CEP 40285-001 - Salvador-BA
Fones: (071) 2101-1900 ~ Emall: bahiana@bahiana.edu.br - www.bahiana.edu.br
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| GOVERNO DO ESTADO DA BAHIA
. Secretaria da Saude do Estado da Bahia
> Hospital Especializado Octavio Mangabeira

TERMO DE AUTORIZAGAO DA INSTITUIGAO

Eu, Leandro Gomes Lobo, diretor do Hospital Especializado Octavio Mangabeira, estou ciente e autorizo
os pesquisadores José Roberto Meyer, Sogeli Menezes Freire, Marilda Casela e Silvana M? Andrade
% Cerqueira a desenvolver nesta instituicdo o projeto de pesquisa intitulado “Padronizagdo de teste
imunodiagnéstico in vitro a diferentes antigenos de Mycobacterium sp e Corynebacterium

pseudotuberculosis”, apos aprovagao pelo Nicleo de Pesquisa em Pneumologia da Unidade.

Salvador, 09 de julho de 2015.

Dr. Leandr deew
Diretor Ge a(lb/ \

Praga Conselheiro Jodo Alfredo, S/N — Salvador-Bahia CEP 40.320.350

Tel. 31171609, 31171610 Fax 31171722 E-mail: sesab.heom@saude.ba.gov.br: www.saude.ba.qov.br/heom
CGC: 13.937.131/0015-47 |E: 70.745.697
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

Instituto de Ciéncias da Saude

Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, numa pesquisa cientifica. Apos
ser esclarecido(a) sobre as informac8es a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra, do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Se tiver alguma
duvida, vocé deve procurar o Comité de Etica em Pesquisa do(a) Escola Bahiana de Medicina e
Saude Publica (CEP/EBMSP), na Av.Dom Joéo VI, 274 — Brotas / CEP 40285-001, telefone (71)

2101-1900 — falar com a senhora Maria de Lourdes.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

1. Instituicdo. Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de
Ciéncias da Saude (Labimuno/ICS), Universidade Federal da Bahia (UFBA). Enderego:

Rua Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela.

2. Titulo do Projeto.Padronizagdo de teste imunodiagnosticoin vitro para tuberculose
humana e avaliacéo in vitro a diferentes antigenos de
MycobacteriumspeCorynebacteriumpseudotuberculosis.

3. Pesquisador Responsavel. Prof. Dr. José Roberto Meyer Nascimento no Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA. Endere¢o: Rua Reitor

Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela.

4. Descri¢cdo da pesquisa

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

populacao brasileira.

4.2 Objetivos. Desenvolver um exame de laboratério mais barato e adequado a nossa

realidade para auxiliar no diagndstico da tuberculose humana.

4.3Metodologia.Vocé esta sendo convidado a participar porque vocé tem queixas e sintomas
(febre, tosse e emagrecimento) que sugerem que vocé tem tuberculose (Grupo | da pesquisa), ou por
que vocé tem exame de PPD positivo (grupo Il da pesquisa) ou porque vocé faz parte do terceiro
grupo que nao tem tuberculose e também néo apresenta PPD positivo. Caso concorde em participar
faremos a coleta de 25 mL do seu sangue (1/2 copinho de café) que serdo utilizados para contagem
das células do sangue (leucograma), para os testes laboratoriais de capacidade de resposta as
bactérias e microrganismos causadores de doencas relacionadas com a tuberculose e para

odesenvolvimento de testes que substituam os atuais usados no diagnostico da tuberculose.

5. Riscos, prejuizos, desconfortos, lesées que possam decorrer da pesquisa.Os riscos
associados a esta coleta de sangue sdo limitados a pequenos desconfortos no local da puncéo

sanguinea, ou ho maximo uma pequena mancha roxa no local da coleta.

6.Beneficios derivados da participacdo nesta pesquisa. Vocé ndo terd nenhum beneficio
financeiro por sua participacdo neste estudo, entretanto, caso durante a pesquisa com nossos testes
seja identificado alteracBes, vocé sera encaminhado a atendimento em unidade especializada de
salide publica. Vocé sera encaminhado para tratamento no Instituto Brasileiro de Investigagéo para a
Tuberculose (IBIT), se for descoberto que vocé sofre de tuberculose, e se ja recebe cuidados contra a
tuberculose continuard seu tratamento normalmente, tudo isso mesmo que desista, em qualquer
momento, de participar deste estudo. Caso concorde vocé podera buscar os resultados do
leucogramano local e periodo indicados no protocolo que lhe serd entregue no momento da coleta
para esse projeto. A comunidade poderd futuramente usufruir dos beneficios da melhoria no
diagnéstico da tuberculose.

8.Canais de esclarecimento (antes, durante e ap0s a execuc¢do do estudo) sobre a
propria pesquisa. Sempre que desejar vocé podera esclarecer suas duvidas através do telefone (71)

3235-9682, ramal 223 (ligacdes a cobrar se necessario)

9. Sigilo em relagado a privacidade do sujeito de pesquisa e confidencialidade de seus
dados. Além do sangue precisaremos ter acesso aos dados do seu prontuario médico para melhor
analise da pesquisa e para divulgacdo em congressos e revistas médicas, mas seus dados serao

protegidos e jamais sera divulgada sua identidade.
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Assinatura do PESQUISADOR RESPONSAVEL

CONSENTIMENTO DO SUJEITO DE PESQUISA

........................................................................................................................................................ ., RG
N0 e CPF NO e , prontuario  n°
......................................... , abaixo assinado, concordo de maneira livre e esclarecida em participar, na
condicao de sujeito de pesquisa, do estudo intitulado “Padronizacdo de teste imunodiagnésticoin vitro
para tuberculose humana e avaliacdo in vitro a diferentes antigenos de
MycobacteriumspeCorynebacteriumpseudotuberculosis”. Fui devidamente informado(a) sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como sobre os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me assegurado o sigilo, em relacdo a privacidade do sujeito
de pesquisa, e garantido que posso retirar meu consentimento a qualguer momento, sem que isto

leve & qualquer penalidade ou interrupcéo de meu acompanhamento, assisténcia e/ou tratamento.

Cidade do Salvador, Bahia, ........ de i, de 2015.

Nome completo e legivel

Assinatura (ou impresséo digital) do sujeito e/ou de seu representante legal

NGs, testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores, presenciamos a solicitagao
de consentimento, esclarecimentos detalhados sobre o estudo e aceite do sujeito de pesquisa
em participar deste protocolo.

Nome: Assinatura: CPFne°:

Nome: Assinatura: CPn°:

APENDICE 2



UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

Sub-Projeto:

LABORATORIO DE IMUNOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR

FICHA CLINICA

107

“Padronizagdao de testes imunodiagndésticos in vitro alternativo

para tuberculose humana e avaliacdo da resposta in vitro a diferentes antigenos de

Mycobacterium sp e Corynebacterium pseudotuberculosis.”

Nome do entrevistador:

Data da coleta: / /

Identificacdo do paciente:

Parametro Possibilidades Re
sposta
Registro
Nome Completo
Procedéncia 1.BIT 2.HOM 3.0UTROS
Género 1.MASCULINO 2.FEMININO
Data de Nascimento _ / |
19
Naturalidade
Profissao
Grau de Instrucao 1.Fundamental Incompleto 2.Fundamental Con
3.Nivel Médio Incompleto 4.Nivel Médiq
Completo
5.Superior Incompleto 6.Superio
Completo
7. Outro
Endereco
Telefone
Classificagdo  Etnica  (auto; ~ 1.BRANCO 2.MESTICO 3.NEGRQ
referenciada) —IBGE 4.INDIO
Dados Clinico-Laboratoriais:
Parametro/Pergunta Possibilidades R
esposta
1. O paciente ja realizou a 1.SIM 2.NAO  3.Néao sei/Nao
BACILOSCOPIA? lembro

OBS:BACILOSCOPIA = Exame de
escarro(Se NAO, pular para a questao
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4)

2. Resultado da BACILOSCOPIA 1.POSITIVO 2.NEGATIVO
(Se NEGATIVO, pular para a | 3.Nao sei/Nao lembro

questao 4)

3. Se POSITIVO, qual a 1. (1+) 2.(2+) 3.(3+) 4.(4+)

classificacdo? — Preferencia
COLOCAR A PARTIR DO
LAUDO / Prontuario

5.Nao sei/Nao lembro

4. O paciente ja realizou o exame 1.SIM 2.NAO 3.Néo sei/Nao
CULTURA? lembro
(Se NAO, pular para a quest&o
6)
5. Se SIM, qual foi o resultado? 1.POSITIVO 2.NEGATIVO

Preferencia COLOCAR A
PARTIR DO LAUDO /
Prontuario/Cadastro

3.Nao sei/Nao lembro

6. O paciente ja realizou o exame
PPD?
(Explicar ao paciente como é o
exame)

(Se NAO, pular para a questao
8)

Preferencia COLOCAR A
PARTIR DO LAUDO / Prontuéario
/Cadastro

1.SIM 2.NAO

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

Em mm

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

1.SIM 2.NAO

9. O paciente tem a cicatriz da BCG?
(Olhar o brago direito do
paciente)

1.SIM 2.NAO

10.0 paciente estd em tratamento?
(Se NAO, pular para a questao

13)

1.SIM 2.NAO

11.0 tratamento atual tem quanto
tempo? Preferencia COLOCAR A
PARTIR DO LAUDO/
Prontuario/Cadastro

1.Um més 2.Dois meses
3.Trés meses

4.Quatro meses
6.Seis meses

7. Mais que seis meses

5.Cinco meses
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12.Quais as drogas utilizadas no
tratamento atual?
(Pular para a questao 17)

1.Isoniazida 2.Rifampicina
3.Pirazinamida
4.Etambutol 5.Estreptomicina

6.Etionamida
7.Nao sei/Nao lembro
8.0utros(especificar)

OBS: Comprimidos "vermelhos”
= Isoniazida e Rifampicina,

Comprimidos “brancos” =
Pirazinamida

13.0 paciente tem ou ja teve contato
com um possivel COMUNICANTE
da tuberculose?

(Se NAOQ, pular para a questéo

1.SIM  2.NAO
OBS: Explicar comunicante como
escola, companheiro, residencia,

15)
14.Qual tipo de contato? 1.Domiciliar 2.Trabalho
3.Vizinhos 4.Escola 5. Outros
15.0 paciente utiliza ou ja utilizou 1.SIM  2.NAO
profilaxia (isoniazida profilatico)?
(Se_NAO, pular para a questio
17)
16.Se SIM, por quanto tempo? 1.Um més 2.Dois meses

3.Trés meses

4.Quatro meses
6.Seis meses

7.Nao sei/Nao lembro

5.Cinco meses

17.0 paciente faz uso de algum
medicamento que ndo seja para
tuberculose?

(Se_NAO, pular para a questio

19)

1.SIM 2.NAO

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

19. Grupo no presente estudo

1.Grupo | (Tuberculose sintomética
sem tratamento com Baciloscopia +;
e/ou cultura +; e/ou TRM (detectado ou

+).

2.Grupo |l
positivo)

3.Grupo |l
negativo)

OBS: PPD positivo =
5mm (PNCT)

(Assintomatico; PPD
(Assintomatico; PPD

maior que

20- RAIO_X

1- SIM
2-NAO
3- NAO SABE
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21 — Coleta de Escarro e ou saliva-

1- Baciloscopia

2- Cultura para BK

3- Teste Rapido Molecular (TRM) - Gene
Xpert® MTB/RIF

4- PCR- Teste Molecular

5-PCR Multiplex — Teste Molecular

22-Coleta de Lavado brénquico
alveolar

1- Baciloscopia

2- Cultura para BK

3- Teste Rapido Molecular (TRM) - Gene
Xpert® MTB/RIF

4- PCR- Teste Molecular

5-PCR Multiplex — Teste Molecular

23-Coleta de Liquidos Cavitarios

Qual:

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

24- Coleta de Sangue : Soro e

Plasma

1-PCR Ultra Sensivel

2-Dosagem de Citocinas

3-Cultura para estudo de estimulo
Celular

4-IGRA

5-Hemograma

6- Multitest para LT (FACS)

7-Polimorfismo Genético
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