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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Ana Caroline Azevedo Macaiba

Testes diagndsticos praticos, rapidos, de facil operacionalidade e com potencial para formato
point of care (POC) sdo necessarios para a melhor eficacia do controle da TB, principalmente em
populacBes negligenciadas ou de dificil manejo diagndstico como a indigena. A organizacao
mundial da satde (OMS) divulgou perfis de produtos-alvo de alta prioridade (TPPs) para auxiliar
no diagndstico de TB: TPP1- teste ndo baseado em escarro, capaz de detectar TB através da
identificagcdo de biomarcadores com alta especificidade (Sp) >98% e sensibilidade (S) >65 %);
TPP2- teste de triagem para identificar pacientes de risco, que apresentem sintomas de TB, ou
descartar a doenca ou indicar para testes confirmatdrios (Sp >70% e S >90). Os testes soroldgicos
sdo atrativos pelo potencial em preencher estas caracteristicas, mas devido a heterogeneidade da
resposta imune entre os pacientes é necessario explorar novos biomarcadores para adequar sua
sensibilidade e/ou especificidade aos perfis TPP. Assim, este estudo prople avaliar
biomarcadores micobacterianos como produtos alvos auxiliares no diagnostico da TB. As
proteinas recombinantes PPE59 e a quimera F1 (MT10.3:MPT64) foram purificadas,
padronizadas e ensaiadas para a deteccdo de IgA em soro por meio da técnica do ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Soros de 113 individuos de origem indigena, dos quais 37 (33%)
tinham TB pulmonar confirmada e 76 (67%) eram individuos sadios, foram testados. Os
resultados das sorologias foram analisados isoladamente e em combinacdo entre si e com o0s
resultados da microscopia em escarro (SM). A maioria dos individuos (62%) sdo do sexo
masculino e 22 (59,5%) dos pacientes TB resultaram SM*. A sensibilidade no ELISA IgA F1
(81%) foi superior ao do PPE59 (37,8%, p = 0.0003) e da SM (59%, p=0,04), ambos ELISAs
obtiveram especificidades moderadas (76,3% x 89,5%, respectivamente). A combinatéria dos
resultados dos ELISA IgA F1 e PPE 59 ndo adicionou acuracia ao teste (S = 81%, Sp = 72,3%),
mas com a adicao dos resultados da SM houve um pequeno aumento na sensibilidade do ELISA
IgA F1 (83,8 %) e moderado para PPE59 (70,2%). O ELISA IgA F1 identificou todos, exceto um
(21/22, 95,4 %) dos casos SM™, e 60% (9/15) dos casos SM-, enquanto PPE59 45% (10/22) e 20%
(4/15), respectivamente. Portanto, o ELISA IgA F1, embora ndo perfeitamente, tem potencial para
ser validada como um WHO-TPP adicional na identificagdo de pacientes suspeitos de TB em

populacdo indigena.
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ABSTRACT

MASTER'S DEGREE DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Ana Caroline Azevedo Macaiba

Practical, fast and easy-to-operate diagnostic tests with potential for point-of-care (POC) format are
required for optimal TB control effectiveness, especially in neglected or difficult-to-diagnose populations
such as the indigenous. World Health Organization (WHO) has released high priority target product profiles
(TPPs) to assist in the diagnosis of TB: TPP1 - non-sputum-based test capable of detecting TB by
identifying biomarkers with high specificity (Sp >98%) and sensitivity (S >65%); TPP2 - screening test to
identify at-risk patients who have symptoms of TB, or rule out the disease or indicate for confirmatory
testing (Sp >70% and S >90). Serological tests are attractive because of the potential to fulfill these
characteristics, but due to the heterogeneity of the immune response among patients, it is necessary to
explore new biomarkers to adapt their sensitivity and/or specificity to TPP profiles. Thus, this study
proposes to evaluate mycobacterial biomarkers as auxiliary target products in the diagnosis of TB. The
recombinant proteins PPE59 and chimera F1 (MT10.3: MPT64) were purified, standardized and analyzed
for ELISA IgA detection. Serums from 113 individuals of indigenous origin, of which 37 (33%) had
confirmed pulmonary TB and 76 (67%) are healthy individuals, were included. Serology results were
analyzed separately, in combination and with sputum microscopy (SM) results. Most individuals (62%) are
male and 22/37 (59.5%) of TB patients resulted in SM*. The sensitivity for ELISA IgA F1 (81%) was
higher than PPE59 (37.8%, p = 0.0003) and SM (p = 0.04), both ELISAs obtained moderate specificities
(76.3 % x 89.5%, respectively). The combined ELISA IgA F1 and PPE 59 results did not add accuracy to
the test (S=81%, Sp= 72.3%, respectively), but combined with the SM result there was a slight increase in
ELISA IgA F1 sensitivity (83.8%) and moderate for PPE59 (70.2%). The ELISA IgA F1 identified all SM*
cases (21/22, 95.4%) except one, and 60% (9/15) SM- cases, while PPE 59 45% (10/22) e 20% (4/15),
respectively. Therefore, the ELISA IgA F1, although imperfectly, has potential to be validated as an

additional WHO-TPP in identification of suspected TB patients in an indigenous population.
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1. INTRODUCAO

Globalmente, o Brasil esté entre os 30 paises de alta incidéncia para tuberculose (TB),
e coinfectados (TB-HIV) pelo virus da imunodeficiéncia humana, prioritarios para o
controle da doenca (WHO?®, 2019). No ano de 2011, o Brasil atingiu uma das metas do
Obijetivo de Desenvolvimento do Milénio (ODM), por ter reduzido pela metade os dbitos
por TB, comparado com o ano de 1990. Porém, sem melhorias nas estratégias para o
controle da TB o Brasil ndo ir4 atingir as metas estabelecidas no Plano Nacional pelo Fim
da Tuberculose (END-TB) em 2035, que preconiza a reducdo da taxa de incidéncia em
90% e a taxa de mortalidade em 95% (Brasil?, 2019; Maciel® et al., 2018).

A epidemia de TB no Brasil é concentrada em algumas populagdes, como as pessoas
infectadas com o HIV, as que vivem em situagédo de rua, aquelas privadas de liberdade
(PPL), a populacdo indigena e pessoas que vivem em aglomerados em centros urbanos,
como as comunidades de deficiente condigBes sociais, econdmicas e sanitarias (Brasil?,
2019). Para o diagnostico voltado para essas populacGes, testes como o soroldgico,
baseado em imunoensaios, possuem melhor aplicabilidade pois conseguem ser facilmente

adaptados para utilizagdo em campo.

Em 2015, o percentual de detec¢do dos casos novos da TB no pais, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), foi de 87%, o que reforca a necessidade de
implementar acdes que contribuam para aumento da deteccdo de novos casos, levando
em consideracdo as especificidades das populagdes-chave para o controle da TB (WHO?®,
2019; Brasil?, 2019). Uma dessas agbes € a busca ativa do individuo sintomatico
respiratorio e seus contatos, que é uma das prioridades relacionadas no Plano Nacional
de Controle da Tuberculose (PNCT), bem como oferecer o tratamento adequado e
favorecer a aderéncia a este. Esta medida, se devidamente aplicada, favoreceria o
diagndstico, reduzindo as taxas de incidéncia da TB (Nogueira* et al., 2005), levando
consequentemente a interrupcdo da cadeia de transmissdo, evitando a persisténcia
bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos, assegurando a cura do
paciente (Ferreira® et al., 2005; Brasil?, 2019).

O teste soroldgico baseado na resposta de anticorpos (Ac) possui potencial para o

desenvolvimento de métodos que possam contribuir para aumentar a detec¢do de novos



casos auxiliando no diagnostico e controle da TB, devido a sua facil operacionalidade,
baixo custo e facil adaptacéo a testes no local de atendimento (POC) e com potencial para
teste de triagem ou diagnostico. Explorar novos biomarcadores, como as proteinas das
familias prolina-glutamato (PE)/prolina-prolina-glutamato (PPE) e a fusdo de antigenos
especificos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), poderiam compor ferramentas

diagndsticas Gteis ao controle da TB (Mulinari®, 2016).

Estudos de sequenciamento génico revelaram que, surpreendentemente, os genes da
familia PE/PPE ocupam uma fracdo significativa do genoma micobacteriano (10%).
Entretanto, o seu alto contedo de GC causa problemas técnicos para sequenciamento,
alinhamento e clonagem desses genes, retardando o progresso em seu melhor
entendimento. Em 2009, a PPES59 foi clonada com sucesso e identificado um moderado
potencial de induzir interferon gama (IFN-y) em linfécitos de pacientes com TB/infeccédo
(Chen’ et al., 2009). Por outro lado, nosso laboratorio também logrou clonar este gene
mostrando imunodominancia da imunoglobulina A (IgA) em soros de TB pulmonar
comparado a 1gG (Mulinari®, 2016). Em nosso laboratério foi construida uma quimera
protéica (MT10.3:MPT64 - F1), que é reconhecida pela IgA do liquido pleural de
pacientes com TB pleural, com alta sensibilidade e especificidade (Araujo® et al., 2010;
da Silva® et al., 2019). No entanto, de acordo com 0 nosso conhecimento, nio ha estudos

sobre a reatividade da F1 para Ac do soro de pacientes com TB pulmonar.

Na populacdo indigena, as doencas infecciosas e parasitarias permanecem entre as
causas de ébitos mais importantes e a TB destaca-se como uma das principais endemias
que acometem essa populacio (Baruzzil® et al., 2001; Ferreiral?, 2011). Para o
diagnostico eficaz sdo necessarios testes para a deteccdo de casos em ambientes
descentralizados, com menor acesso a assisténcia médica. Para suprir essa necessidade, a
OMS divulgou uma série de perfis de produtos-alvo de alta prioridade (TPPs) para
auxiliar no diagnostico de TB: TPP1- teste ndo baseado em escarro, capaz de detectar TB
através da identificacdo de biomarcadores; TPP2- teste de triagem que pode ser usado
para identificar aqueles que precisam de exames confirmatdrios, aplicado a pacientes de
risco, que apresentem sintomas minimos; TPP 3- teste baseado em escarro para substituir
a baciloscopia na deteccdo de TB pulmonar. Entretanto, o teste precisa ser simples, de
baixo custo, prescindir de equipamentos sofisticados ou utilizar equipamento minimo e

ser altamente sensivel. Os objetivos dos testes de triagem sdo: detectar TB ativa



precocemente para reduzir o risco de recidiva e transmissdo da TB e identificar individuos
para terapia preventiva reduzindo a incidéncia da TB (Yoon* et al., 2017; Garcia-
Basteiro® et al., 2018).

1.1- Revisdo Bibliogréafica

1.1.1- Caracteristicas gerais do género Mycobacterium e os aspectos histéricos

da tuberculose

Estudos filogenéticos indicam que o género Mycobacterium emergiu ha cerca de
70.000 anos, origindrio de micobactérias ambientais. Esse complexo de espécies
acompanhou as migragdes do homem moderno para fora da Africa. A introducéo da
agricultura, a civilizacdo e o aumento da densidade populacional em areas urbanas
fizeram com que o género Mycobacterium se expandisse, dando origem as varias

linhagens e a distribuicéo atual (Comas!* et al., 2013; Delogu®® et al., 2013).

O género Mycobacterium compreende um grande grupo de 188 espécies que
inclui alguns dos mais impactantes patégenos para o homem (Mycobacterium
tuberculosis e Mycobacterium leprae). Estudos de Gupta'®!’ et al. (2016; 2018) mostram
que as sequéncias genémicas fornecem um recurso valioso para estudos comparativos na
identificacdo de marcadores moleculares que sdo compartilhados especificamente por um
grupo de organismos e sdo Uteis na demarcacdo de diferentes tdxons. H& dois tipos de
marcadores moleculares que sdo Uteis para estudos evolutivos/taxondémicos:

1) os indices de assinatura conservada (CSls), onde insercdes ou delecdes de dois
ou mais nucleotideos estdo presentes em uma posicéo especifica, dentro de uma regido
conservada em um grupo, possui relacdes filogenéticas;

2) e as proteinas de assinatura conservada (CSPs), cujos homologos séo
encontrados exclusivamente em um grupo de organismos que possuem relacdes
filogenéticas. Essas analises identificaram 172 marcadores moleculares (CSPs e CSIs)
que sdo encontrados exclusivamente em todas as micobactérias ou pelos membros dos
diferentes clados ou ramos (grupos de organismos originarios de um Unico ancestral)
(Guptal®, 2016; Gupta'’ et al., 2018).



Com o sequenciamento completo do genoma da maioria das espécies do género,
juntamente com a analise desses marcadores moleculares, houve uma reclassificacdo
onde foi possivel dividir as espécies do género Mycobacterium de crescimento rapido ou
lento, em cinco principais clados monofiléticos com quatro novos géneros, que abrangem
os membros do clado “Tuberculosis-Simiae” e os novos géneros Mycolicibacter gen. nov.
(Clado "Terrae™), Mycolicibacillus gen. nov. (Clado "Triviale™), Mycolicibacterium gen.
nov. (Clado “Fortuitum-Vaccae”) e Mycobacteroides gen. nov. (Clado "Abscessus-
Chelonae") (Tortoli® et al., 2017; Guptal et al., 2018) (Fig.1).

As espécies do complexo M. chelonae-abscessus sdo micobactérias de
crescimento rapido, pertencentes ao grupo mais ancestral. O clado “Fortuitum-Vaccae”
abrange todas as outras espécies de micobactérias de crescimento rapido. As espécies de
micobactérias de crescimento lento formam trés clados principais:

1) o clado “Tuberculosis-Simiae” composto por micobactérias de crescimento

lento, incluindo vérias espécies patogénicas de Mycobacterium (complexo M.
tuberculosis, M. leprae, M. avium, M. gordonae, M. kansasii, M. simiae)

2) e o “Complexo Terrae”, formados pelos clados Terrae + Triviale, onde as
espécies M. triviale e M. koreense também formam consistentemente um clado
mais ramificado dentro desse complexo (Tortoli*® et al., 2017; Guptal’ et al.,
2018) (Fig.1).
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Figura 1: Diagrama da atual classificacdo de micobactérias distribuidas em cinco

principais clados. CSI: indices de assinatura conservada; CSP: proteinas de assinatura conservada.

Disponivel em: Gupta et al., 2018.
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Mycobacterium tuberculosis (Mth) é o principal agente etiolégico da TB em
humanos e de acordo com a nova classificacao pertence ao clado Tuberculosis-Simiae.
Morfologicamente, € um bastonete sem flagelos, ndo forma esporo, é de crescimento lento
(15 a 20 horas), variando de 0,2 a 0,6 pm de didmetro e 1,0 a 4,0 um de comprimento,
ndo produz toxinas e acomete preferencialmente os pulmdes (Ducati?* et al., 2006).

A sua parede celular é composta de até 60% de lipidios que consistem basicamente
em acidos graxos de cadeia incomum com 60 a 90 carbonos, denominados acidos
micolicos. O alto teor lipidico se constitui em um importante e impermeavel barreira para
numerosos antibidticos e agentes antimicrobianos, dificultando a descoloracdo dos
bacilos, corados por corantes basicos, sendo por esta razdo denominados bacilos alcool
acido resistentes (BAAR). Além disso, a parede celular de Mtb desempenha um papel

fundamental na viruléncia e resisténcia bacteriana (Delogu® et al., 2013).

A TB, também nominada no passado como tisica pulmonar, ‘peste branca’ ou
‘doenca do peito’, ¢ uma doenga infeciosa com evidéncias do seu surgimento ha cerca de
15.000 anos. O fato de ter sido detectado em mdmias egipcias indica que Mtb ja acometia
0 homem héa 3.400 anos antes de Cristo (Bertolli Filho'®, 2001).

Autores sugerem que no periodo colonial portugués, a partir do século XVI, os
jesuitas e colonos infectados pela “peste branca” que vieram para o Brasil tiveram contato
permanente com os indigenas causando o seu adoecimento, tornando-se a TB a principal
causa de 6bito. A comunidade indigena, cuja historia bioldgica ndo incluia a TB, tornou-
se vitima indefesa da peste branca, e a partir deste periodo a TB surgiu como uma
epidemia nesta populacéo (Bertolli Filho®, 2001; Maciel? et al., 2012). Entretanto, esta
hipdtese é controversa e simplista, pois sdo incapazes de explicar as abundantes
evidéncias arqueoldgicas da presenca de tuberculose nas Américas antes do contato com
europeus. Anélises paleopatolégicas e/ou moleculares relataram centenas de individuos,
de mais de 200 locais em todo o0 mundo, com evidéncias de infeccdo tuberculosa; esses
casos sdo sintetizados em varias revisdes recentes. No Novo Mundo, a densidade de casos
descritos aumenta na América do Norte e do Sul ao longo do primeiro milénio dC e até o
contato com o europeu (Bos?! et al., 2014).

Ja no final do século XVIII, a TB era qualificada como “mal romantico”, uma

caracteristica de poetas e intelectuais devido aos habitos boémios e a vida noturna agitada.



Na época a ‘tisica’ representava a expressdo fisica dos sentimentos e era reconhecida no
campo artistico e literario como a doenca da paixdo (P6rto?2, 2007). Ja no final do século
XIX construiu-se a imagem da TB como uma concepcao social e ndo mais romantica
devido a sua maior persisténcia e propagacao nas classes trabalhadoras. Similarmente ao
que ocorreu na Europa durante a Revolucdo Industrial, a epidemia de TB no Brasil tornou-
se realidade na maior parte das cidades, sendo denominada “a praga dos pobres”, dada
sua intima relacdo com moradias insalubres, com a falta de higiene e a nutricéo deficiente,
tornando-se uma grande preocupacéo para a satde publica (Gongalves?, 2002; Porto??,
2007; Maciel® et al., 2012).

Em agosto de 1881, o médico e cientista Robert Koch queria evidenciar o agente
etioldgico da tisica através de testes com animais e analise microscépica e iniciou suas
pesquisas infectando cobaias com Mtb e observou que estas adoeciam. A descoberta do
bacilo de Koch em 1882, modificaram as concepg0es, as representagdes da doenca e as
formas de tratamento. Politicas higienistas comegaram a surgir, como melhorias sanitarias
e de moradia, além do isolamento dos casos em sanatdrios, buscando assim reduzir a
transmissdo e, consequentemente, o numero de casos. O marco do controle e do
tratamento da TB ocorreu com o desenvolvimento da vacina BCG (Bacilli
Calmette Guérin ou M. bovis BCG) e da introducdo das drogas anti-TB, juntamente com
melhorias das condicdes sociais, econdmicas e sanitaria (Gongalves?, 2002; Porto?,
2007; Maciel® et al., 2012).

A BCG foi desenvolvida em 1921 por Albert Le6n Charles Calmette e por Jean
Marie Camille Guérin. Em 1927 iniciou-se, no Brasil, a vacinacdo com BCG em recém-
nascidos sob supervisio da Liga Brasileira Contra a Tuberculose (Gongalves®, 2002;
Porto??, 2007; Maciel® et al., 2012). Com a descoberta da estreptomicina pelo americano
Selman Waksman em 1943 abriram-se, nas décadas seguintes, perspectivas para a busca
e a utilizacdo de novos farmacos, incluindo a isoniazida (1952), a rifampicina (1965), o
etambutol (1968) e a pirazinamida (1970), drogas ainda utilizadas no tratamento de
primeira linha contra a TB. Com a evolugdo do esquema terapéutico houve reducéo do
tempo do tratamento, favorecendo a maior adesao dos pacientes ao uso das drogas, 0 que
consequentemente contribuiu para o controle da doenca, levando a acreditar que na virada
do século XX a TB seria erradicada. O tratamento também favoreceu o bem-estar dos

doentes j& que antes eram estigmatizados, e assim poderiam voltar ao convivio familiar e



da sociedade, extinguindo o isolamento nos sanatérios (Porto?, 2007; Maciel?® et al.,
2012).

Em 1981, com a descri¢do dos primeiros casos da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e o desmantelamento dos servigos de vigilancia da TB, a doenca
recrudesceu nos paises desenvolvidos. Ja nos paises em desenvolvimento, a TB nunca foi
devidamente controlada por problemas nas politicas pablicas de salde e deficitarias
condi¢Bes socioeconbmicas e sanitarias de parcela da populacdo. O aumento de
resisténcia micobacteriana as drogas utilizadas no tratamento da TB devido a protocolos
erraticos de administracdo e, muitas vezes a adesdo negligenciada ao tratamento por parte
dos pacientes, associada a falta de politicas publicas para minimizar as condi¢des sociais,
econdmicas e sanitarias deficitarias em areas negligenciadas, houve aumento no nimero
de casos de TB. Sendo assim, a TB ressurgiu como uma das principais doencas
infecciosas no mundo contemporaneo, sendo declarada em 1993, pela OMS, como um

grave problema de satde global (Maciel? et al., 2012).

1.1.2- Epidemiologia
1.1.2.1. Mundo

A TB segue como um grave problema mundial de sadde publica. Segundo a OMS,
é a doenca infecciosa, causada por um Unico agente, responsavel pelo maior nimero de
Obitos, superando o HIV (WHO?, 2019). Globalmente, um nimero estimado de 10
milhdes (entre 9,0 e 11,1 milhdes) de pessoas adoeceram de tuberculose no mundo em
2018, numero esse que tem sido estavel nos ultimos anos. Desses 10 milhdes de novos
casos, aproximadamente 3,6 milhfes ndo sdo notificados e provavelmente néo
diagnosticados, resultando na transmisséo continua da TB entre familias e comunidades
(Nathavitharana® et al., 2019). Estimou-se, nesse mesmo ano, que 1,2 milhdes (variagio
de 1,1 a 1,3 milhdes) de pessoas morreram em decorréncia da doenca (uma reducgéo de
27% em relagdo a 1,7 milhdes em 2000) (WHO?, 2019).

Quase 90% dos casos de TB estdo em 30 paises com alta carga da doenga (Figura
2). Globalmente, cerca de 1,7 bilhdo de pessoas estao infectadas com Mtb de forma latente
(ILTB) e, portanto, cerca de 10% dos ILTB correm o risco de desenvolver a doenca ao

longo da vida. A TB afeta pessoas de ambos 0s sexos e em todas as faixas etarias, mas a



maior predominancia de TB é em homens (WHO?, 2019). A incidéncia global da doenca
diminuiu cerca de 1,4% ao ano desde 2000. No entanto, para atingir a meta da Estratégia
pelo Fim da Tuberculose da OMS, isto é, reducdo da incidéncia da TB para menos de 10
casos por 100 mil hab. até 2035, seria necessaria uma reducdo global de 4 a 5% ao ano
(Brasil?, 2019).
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Figura 2: Mapa da incidéncia da tuberculose no mundo (casos/100 mil habitantes) em
2018. Disponivel em: WHO,2019.

1.1.2.2. Américas

A OMS estimou 282.000 casos novos, e de recidiva, de TB para a regido das
Américas em 2017, contribuindo com 3% da carga global de TB (10 milhdes de casos),
e taxa de incidéncia de 28/100.000 hab. A maior taxa de incidéncia foi observada no
Caribe (61,2/100.000 hab.), seguido pela América do Sul (46,2/100.000 hab.), América
Central e México (25,9/100.000 hab.) e América do Norte (3,3/100.000). Note-se que
87% dos casos de TB estdo concentrados em 10 paises. Entretanto 55% dos casos ocorrem
no Brasil (32%), Peru (13%) e México (10 %) (PAHO?', 2018).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle da tuberculose (PNCT) define que as

populacBes mais vulneraveis & TB sdo: populacdo indigena, populacdo privada de



liberdade, populacdo em situacdo de rua e pessoas vivendo com HIV/AIDS (Brasil?,
2014), além de criangas, pessoas vivendo em aglomerados subnormais quanto a
condigdes sociais, econdmicas e sanitarias, com diabetes, dependentes quimicos e etilista,
relacionados a toda a América (PAHO?, 2018). Em 2018, foram diagnosticados 72.788
casos novos de TB no Brasil, o que corresponde a um coeficiente de incidéncia de 34,8
casos/100 mil hab. (Figura 2). Em 2017, foram registrados 4.534 o6bitos pela doenca, o
que equivale ao coeficiente de mortalidade de 2,2 6bitos/100 mil hab., 0 mesmo obtido

no ano anterior (Brasil?, 2019).

1.1.2.3. Indigenas

Supde-se que os povos amerindios eram provenientes da Asia, entre 12 a 14 mil
anos atras, e com a sua migracdo para as Américas houve um grave gargalo populacional
afetando os padrbes de saude dessa populacdo. Estudos genéticos mostram que alelos
raros sdo particularmente vulneraveis durante o efeito fundador, onde a deriva genética,
as doencas e um ambiente hostil, atuam fortemente em grupos populacionais pequenos
selecionando genes que podem ser benéficos ou maléficos para a nova populagdo
(Mulligan?®, 2004; Coimbra Jr* et al., 2005; IBGE®!, 2019).

No Brasil, foi estimada em cerca de 5 milhdes a populacéo de indigenas no inicio
do século XVI. Atualmente, a populacdo indigena brasileira é estimada em,
aproximadamente, 817.963 mil pessoas, representando 305 diferentes etnias com 274
linguas registradas no pais e cada um destes povos tem sua propria maneira de entender
e se organizar diante do mundo (Funasa®®, 2002; IBGE®!, 2010; Buchillet**, 2007).
Segundo o Censo Demografico Brasileiro de 2010, este numero de individuos equivale a
0,4% da populacdo brasileira, distribuidos em todo o pais, estando a maioria na regido
Norte (48,6%), seqguido do Nordeste (20,4%), Centro-Oeste (19,1%), regido Sudeste
(8,1%) e Sul (3,7%).

As populac@es indigenas brasileiras sdo particularmente suscetiveis a TB, por
diversas razfes, incluindo baixa condi¢do socioecondmica, dificuldade de acesso aos
servicos de saude, auséncia de memdria imunologica e diversidade genética (Brasil?,
2014; Lachi & Nakayama®, 2015; Ferreira® et al.,2019).
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O coeficiente de incidéncia (CI) da tuberculose nos indigenas, em 2010, foi de
94,9/100 mil hab., valor 2,5 vezes maior quando comparado ao Cl de TB da populacédo
geral que, naquele ano, foi de 37,6/100 mil hab. (Brasil?®, 2014). Nesse mesmo ano, 0
coeficiente de mortalidade (CM) por TB foi de 5,4/100 mil hab., mais de duas vezes
superior ao verificado na populacéo geral, que nesse ano foi de 2,4/100 mil hab. (Brasil®®,
2014; SINAN®*", 2019). Em 2017, o Cl de TB na populacéo indigena foi de 62,8/100.000
hab., permanecendo com o mesmo risco relativo, 2 vezes maior do que o da populagéo
geral, em abrir um quadro ativo da TB, evidenciando a fragilidade do controle da TB
nesta populacéo susceptivel (Brasil?, 2019).

Nos ultimos 10 anos (2009-2019) foram notificados 9.276 casos de TB na
populacdo indigena do Brasil. Apenas no Mato Grosso do Sul (MS), estado em que esta
localizada a reserva indigena de Dourados, foram notificados 1.402 desses casos, sendo
0 segundo estado com o maior nimero, depois do estado do Amazonas. Dourados (MS),
municipio que possui a maior concentracdo da populacdo indigena, foi que contribuiu
com o maior percentual de eventos da doenca (83,9%) (SINAN®", 2019). O nimero de
6bitos por TB, como principal causa, nos ultimos 10 anos, foi de 274 casos, dos quais 36
ocorreram no MS (Brasil?®, 2014; SINAN®, 2019). Segundo o estudo de Ferraz &
Valente®, a populagdo indigena tem risco mais elevado de TB, com uma incidéncia de
243,8 casos/100 mil hab. e um risco relativo de 7,32 (6,1 - 8,8), do que a populacgéo geral
do MS. No MS também se evidenciou desigualdades quanto as diferentes racas, onde
incidéncias nos indigenas foram maiores, em até seis vezes mais, que as registradas em
qualquer outro grupo étnico, sendo responsavel por 15,6% das notificagdes entre 2001 e
2009 (Basta® et al. 2013).

Segundo a Organizacio Pan-Americana da Satde (PAHO, 2018)?, 6 s&o os paises
das Américas que, ultimamente, tiveram aumento de TB nas populagdes indigenas,
mostrando uma incidéncia em até 9 vezes maior que a populacdo em geral, dos quais 0
Paraguai e o Brasil contribuem com a maior incidéncia (37/100.000 hab.), seguidos por
Venezuela, Panama e Coldmbia (26/100.000 hab.), e México (17,4/100.000 hab.).

Nos ultimos anos, o Cl da TB na populacdo geral apresenta uma queda anual de
1% aproximadamente, porém na populacdo indigena ha uma estabilidade desse

coeficiente na maioria das regides. Essa estabilidade permite sugerir a existéncia de
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fatores de risco especificos que precisam ser investigados e/ou que as a¢des gerais para o
controle da TB n&o conseguem chegar de forma efetiva para esta populacdo (Ferreira®®,
2019).

Avancgos significativos dos indicadores epidemioldgicos de TB entre a populagio
indigena foram observados, mas se faz necessario que estratégias diferenciadas sejam
aprimoradas e aperfeicoadas para aumentar o nimero dos casos detectados e reduzir as
perdas apos os estagios iniciais da dindmica do atendimento primario, favorecendo o éxito
das acGes de vigilancia e o controle da doenga em areas indigenas e de dificil acesso.
Testes rapidos, de facil operacionalidade, baixa complexidade e que possam ser aplicados
em campo sdo demandas definidas pela OMS e que contribuiriam para o controle da TB

na populacéo indigena (Brasil*®, 2013).

1.1.3- Patogenia da infeccdo por Mycobacterium tuberculosis

A transmissao de Mtb ocorre, de pessoa a pessoa, por particulas infecciosas de 1,0
a 5,0 um de diametro, formando os nucleos de Wells, quando expelidas pelos portadores
de TB pulmonar ao tossir, espirrar, falar ou até mesmo cantar. Apés a infecgdo, os bacilos
inalados sdo englobados por macrofagos e células dendriticas podendo, imediatamente,
ser eliminados ou se multiplicar no ambiente intracelular formando granulomas, que sdo
massas de tecido cronicamente inflamados formados de bacilos vivos e mortos
circundados por macrofagos ativados, além de camadas de células T CD4 * e CD8 * e
células B, que ird iniciar uma cascata de eventos envolvendo a produgéo de citocinas e
quimiocinas pré e anti-inflamatérias e formar uma barreira protetora que leva a
eliminacdo da maior parte dos bacilos ao término da infeccdo primaria, geralmente sem
apresentacdo de sintomas (Flynn & Chan*, 2001; Ferraz*? et al., 2006; Sasindran &
Torrelles®, 2011; Guirado & Schlesinger*, 2013).

O equilibrio das respostas imunes pro- e anti- inflamatdrias é essencial para
controlar a proliferacdo bacteriana nos granulomas. Mtb pode persistir por décadas dentro
das estruturas do granuloma e, a menos que a imunidade do hospedeiro diminua devido
a alguns fatores clinicos e/ou somaticos (HIV, diabetes, cancer, desnutricdo,
envelhecimento) e/ou fatores genéticos, ou 0s sinais que mantém o granuloma
enfraqguecam podendo levar a reativacdo da infeccdo. Em geral, a producdo de

quimiocinas € essencial para o recrutamento de células inflamatorias para o local da
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infeccdo. Durante os estagios iniciais da formacao de granuloma, o TNF produzido por
macréfagos infectados e células T desempenha um papel crucial na manutencdo da
estrutura do granuloma, mantendo os niveis das quimiocinas e 0 recrutamento celular
(Guirado & Schlesinger*, 2013; Flynn® et al., 2015).

ou os sinais que mantém o granuloma diminuam, o que pode levar a uma

reativacdo da infeccdo por TB

O mecanismo imunitario na TB necessita de uma grande complexidade de
interacdes celulares. Os macrofagos, as células dendriticas e os neutrofilos irdo
reconhecer o bacilo, através dos receptores Toll-like (TLRs) de reconhecimento padrao
(PRR), pelos padrées moleculares associados a patdégenos (PAMP) ativando macrofagos
e células dendriticas. Ap0s a ativacdo, as células epiteliais ativadas aumentam ainda mais
o efeito bactericida intracelular dos macréfagos e promovem o recrutamento de
neutrofilos e linfdcitos para o local de infec¢cdo. Essa ativacdo da imunidade inata € um
passo crucial no desenvolvimento da imunidade adaptativa e a interacdo de ambas as
respostas € essencial para o controle e a eliminagdo do bacilo (Flynn & Chan*, 2001;
Ferraz*? et al., 2006; Chai*® et al., 2019). Ap6s o reconhecimento, o patdgeno sera
fagocitado e digerido por macrofagos, as células dendriticas irdo apresenta-lo as células
T, funcionando como células apresentadoras de antigenos (APCs). A ativacdo de
subconjuntos de células T é geralmente induzida pela expressdo de antigeno peptidico
associados ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I, ativando
as TCD8", e MHC de classe I, ativando as TCD4", aos receptores de células T (TCRs).
As APCs infectadas, nos linfonodos, levam ao desenvolvimento da resposta imune
adaptativa contra Mtb, onde é gerada uma resposta imune auxiliar de células T do tipo 1
(Th1) (Jasenosky*’ et al., 2015; Chai*® et al., 2019).

Ao reconhecer os antigenos (Ag), os linfocitos T sofrem diferenciacdo, no qual a
populacédo de células T se diferencia, de acordo com sua funcéo, em citotdxicas (CD8),
auxiliares (CD4) ou reguladoras (Treg). Os linfécitos T CD4" podem se diferenciar em
Th1, Th2, Th17, cada um deles secretor de um conjunto particular de citocinas. As células
Th1 secretam IL-2, IL-12, IL-18, TNF-a, TNF-B e o IFN-y, essenciais para o controle de
patogenos intracelulares. As células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13,
relacionadas principalmente a doencas alérgicas e infec¢des por helmintos, e por induzir

a diferenciacdo de linfécitos B, além de regular negativamente a resposta Th1. As células
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Th17 produzem IL-17 e IL-23 e estdo envolvidas na regulacdo da reposta imune por
induzirem o recrutamento de neutréfilos (Flynn & Chan*t, 2001; Mesquita® et al., 2010;
Flynn® et al., 2015; Jasenosky” et al., 2015; Chai*® et al., 2019).

As células B sdo subtipos de linfécitos, que podem ser divididas em trés grupos:
células linfocitarias B-1 (que sdo divididas em células B-1a e B-1b), células B foliculares
e células B de zona marginal (MZ) (Allman & Pillai*®, 2008). As células B-1 produzem
Ac de baixa afinidade e séo parte funcional da resposta imune inata. A subpopulagéo de
células B-1a séo responsaveis pela producdo de Ac, enquanto as células B-1b produzem
respostas imunes adaptaveis a antigenos independentes de células T. As células B
foliculares sdo células B maduras que circulam no sangue e, com a ajuda das células T,
podem se transformar em células B que produzem anticorpos. Elas se associam a células
dendriticas foliculares nos foliculos das células B dos linfonodos e bago. As células B
MZ produzem anticorpos responsaveis pela protecdo contra patégenos transmitidos pelo
sangue, sdo encontradas na zona marginal do baco e fornecem protecéo precoce durante
infeccdes por patogenos (Allman & Pillai*®, 2008; Mesquita* et al., 2010). As células B
também sdo células apresentadoras de antigenos eficazes que respondem a moléculas
antigénicas ou patogenos inteiros. A ativagdo dos linfocitos B se da através da ligacdo do
receptor de superficie (BCR) a um epitopo antigénico, resultando na geracdo de
plasmocitos com producdo de imunoglobulinas com alta afinidade para o epitopo
antigénico que originou a resposta. Os linfocitos B funcionam também como APCs, apds
interiorizarem e processarem o Ag ligado ao BCR. Os peptideos gerados pelo
processamento sao expressos na membrana dos linfécitos, ligados as moléculas do MHC
classe Il, para apresentacdo aos linfocitos TCD4+. A interacdo do complexo
peptideo/MHC classe Il com o receptor TCR inicia uma cadeia de eventos que levam 0s
linfécitos T a expansdo clonal e a producdo de citocinas que, por sua vez, irdo regular as
respostas das células B, levando a sua proliferagdo e maturagdo, a troca de classe por
afinidade e ao desenvolvimento de células B de memoria e as células do plasma
produtoras de Ac (Mesquita®® et al., 2010).

Por muito tempo, a imunidade contra a TB foi atribuida apenas a resposta imune
celular, mas nos ultimos anos estudos mostraram que as células B e as imunoglobulinas
contribuem significativamente para moldar a resposta imune contra patdgenos
intracelulares (Maglione & Chan®®, 2009; Chan®! et al.,2014; Achkar®? et al., 2015;
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Casadevall®, 2017) (Figura 3). Quando as células B séo ativadas por antigenos de Mtb,
elas se desenvolvem em células plasmaticas ativadas que tém a capacidade de, no centro
germinativo dos orgéos linfoides, as células B s&o APCs as células T, com uma produgéo
ampla de citocinas e a geragdo de imunoglobulinas especificas para TB, onde cada um
desses atributos pode afetar a diferenciacéo e as fungbes das células imunes, como células
T, neutrofilos, macréfagos e células dendriticas. As células B também podem regular as
respostas Th1 pela producéo de Ac que, ao reagir com Ag, geram complexos imunes que
iniciam a sinalizacdo no receptor Fc (FcR), desempenhando um papel adjuvante a
imunidade celular. No espaco alveolar o Ac pode afetar o resultado da infecgédo atraves
da opsonizacdo, citotoxicidade celular dependente de anticorpos e neutralizacdo de
antigenos segregados, ativacdo do complemento e aumentar fagocitose e morte de Mtb,
mediadas pela ativacdo do FcR. Dentro da cavidade do granuloma a influéncia das células
B e Ac na resposta inflamatéria se d& através da fagocitose mediada pelo FCcR e morte de
Mtb extracelular. O Ac pode afetar a formacdo de granuloma através de seus efeitos pro
e anti-inflamatdrios, além do que, potencialmente, pode levar a reducéo de disseminacéo
e ao controle local da infecgdo (Maglione & Chan®®, 2009; Chan®! et al.,2014; Achkar®
et al., 2015; Casadevall®3, 2017).
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Figura 3: Etapas em que as células B e os anticorpos participam da protecdo contra a

infeccdo por Mycobacterium tuberculosis. Disponivel em ACHKAR et al., 2015.
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A IgA é uma classe de Ac presente em mucosas, onde desempenha um papel
fundamental na defesa, atuando contra bactérias e virus que invadem os tratos
respiratorio, gastrointestinal e urogenital. Sua forma monomérica, presente no soro,
elimina patdgenos que ultrapassaram a barreira de mucosa, interagindo com os receptores
Fc de células citotoxicas-anticorpo dependente (Achkar & Casadevall®*, 2013; Zhu® et
al., 2018). A resposta de IgA, contra os Ags TBF6 / DPEP, foi encontrada no soro de
pacientes com TB pulmonar, independentemente do tempo de inicio dos sintomas
(Bezerra® et al., 2009). Zimmermann®’ et al. (2010) demonstraram que a atividade
inibitéria do Ac anti-Mtb depende de seu isotipo. Os Ac IgA para diferentes Ag de
superficie de Mtb (LAM e HBHA) podem bloguear a captacdo de Mtb pelas células
epiteliais do pulméo, independentemente da expresséo dos receptores Fc, funcdo esta néo
realizada pela IgG. Chin®®etal. (2015), estudando modelos murinos infectados com Mtb,
evidenciaram que IgA promove diminuicdo da carga bacilar. Esses estudos indicam um
efeito protetor da IgA na infec¢cdo por Mtb, e como a principal porta de entrada de Mtb é

a mucosa, a IgA é uma importante imunoglobulina a ser estudada.

1.1.4- Aspectos imunolégicos da populacéo indigena das Américas

Sabe-se que os indigenas sdo acometidos de forma mais grave com as doencas
causadas por patdgenos intracelulares, como a TB, porém 0s motivos dessa
suscetibilidade sdo ainda obscuros. Varios estudos listam hip6teses que possam explicar
a suscetibilidade dos indigenas a desenvolver a TB (Erb, 1999°; Mulligan®, 2004;
Salzano & Hutz®, 2005; Alves® et al., 2005; Zembrzuski® et al., 2010; Augusto® et al.,
2015). A memoria imunoldgica, isto é, a falta de exposicdo aos patdgenos na infancia
levaria a um aumento na suscetibilidade as doencas infecciosas (Lindenau®, 2016). A
heterozigosidade baixa do sistema antigeno leucocitario humano (HLA/ MHC) entre
indigenas levaria a uma menor diversidade de fendtipos resistentes a doengas, diminuindo
a capacidade de reconhecer e responder de maneira eficaz ao patdgeno (Augusto® et al.,
2015; Lindenau®, 2016). Foi observado que as tribos sul-americanas apresentaram uma
diversidade alélica reduzida (formas alternativas, geradas por mutacdes, de um

determinado gene em posicdo especifica em um mesmo locus) e/ou haplotipica
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(combinacao de alelos em locus adjacentes, que estdo no mesmo cromossomo) no sistema
MHC classe Il em relacdo as demais populacdes, sugerindo que esse fator pode
influenciar na suscetibilidade e/ou protecio contra doencas, como a TB (Alves®! et al.
2005).

Uma terceira hipotese fala do balango das respostas do sistema imune Th1/Th2.
Varios sdo os genes relacionados com a diferenciacdo das células ThO em Thl ou Th2 e
essas células desencadeiam padrfes de resposta imune bastante diferentes que sdo
responsaveis pelo combate aos diferentes patdgenos. Considerando que a exposi¢ao
ambiental a ferimentos, ectoparasitas e helmintos se mantém durante a histdria dos
indigenas, espera-se gque seja encontrada uma alta variabilidade em genes de resposta Th2
em detrimento de Thl, em relacdo aquela observada em outras populacbes e,
consequentemente, podem ter dificuldade para combater adequadamente infeccbes que
exijam esse tipo de resposta, como a TB (Erb®, 1999; Rook®® et al.,2004). Giampietro®
et al. (2010) avaliaram a capacidade de proliferacdo, induzida por Ag (PPD), por células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e a producao de citocinas (I1L-12, IL-4, IL-
5, TNF e IFN—y) em 86 indigenas (Warao) e 34 ndo-indigenas (crioulos). O grupo
indigena produziu niveis mais baixos de IL12, TNF e IFN—y e um nivel mais alto de IL-
5, indicando que a resposta do tipo Th2 predominou nesse grupo. Araujo®’ et al. (2004)
investigaram os resultados dos testes de sensibilidade cutanea a tuberculina (TCT) e a
Candida sp. (TCC) em criangas Warao com idade <15 anos para avaliar o desempenho
diagndstico e observaram que 80% das criancas ndo responderam ao TCT ou ao TCC.
Em outro estudo (Zembrzuski® et al. 2010) foi analisado os resultados do TCT em
populacédo indigena Xavante, MS, demonstrando um importante papel de marcadores dos
sistemas imune adaptativo e inato na reacdo. Padrdo forte reator ao TCT estaria
relacionado com uma resposta predominantemente Thl, enquanto a anergia estaria
relacionada com predominancia de um padrdo Th2 da resposta imune. Todas essas teorias
podem coexistir dentro da populacdo indigena e com isso estdo mais suscetiveis a

tuberculose e a outras doencas infecciosas.

1.1.5- Medidas de controle da tuberculose nas populacdes indigenas

Até 1991, a politica de atencdo a saude dos povos indigenas no Brasil era

essencialmente assumida pela Fundac&o Nacional do indio (FUNAL), através das Equipes
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Volantes de Saude (EVS). Porém, por varias dificuldades, o controle da tuberculose nos
indigenas foi negligenciado (Confalonieri® et al., 1989; Coimbra Jr¥° et al., 2005). Com
a introducdo do PNCT, iniciaram-se 0s movimentos para o controle da doenca na
populacdo indigena. Atualmente, a responsabilidade pelo atendimento aos indigenas é da
Secretaria Especial de Saude Indigena (SESAI) que foi implantado oficialmente em 1999,
e para a organizacao dos servicos basicos de salde foram criados os Distritos Sanitarios
Especiais Indigenas (DSEI), presentes praticamente em todos os estados do pais, com a
responsabilidade de prestar atendimento a toda populacdo aldeada em terras indigenas
(Garnelo® et al., 2012). Os 34 DSEI, fazem o atendimento através das Equipes
Multidisciplinares de Saude Indigena (EMSI), que séo constituidas de profissionais tais
como médico, enfermeiro, odontdlogo, técnico em enfermagem, técnico em salde bucal,

agente indigena de salide e agente indigena de saneamento (Brasil?, 2019).

O primeiro nivel de Atencdo Priméaria a Saude (APS) é na aldeia, podendo ser
referenciado para a sede do Polo Base, ou para um servico complementar na rede
municipal, regional ou estadual. Nesse caso, o referenciado é acolhido em uma Casa de
Saude Indigena (Casai), desde a sua chegada na sede do municipio até seu retorno a aldeia
(Figura 4). Na maioria dos DSEI, as a¢0es de diagnostico da tuberculose encontram-se
instaladas no nivel do Polo Base, enquanto o tratamento é descentralizado para o Posto
Indigena de Saude, sendo supervisionado diretamente (TDO). Em 6 dos 34 DSEI o
coeficiente de incidéncia da TB é >100/100.000 hab. e o percentual de cura, em 2016, foi
de 80,0% para os casos novos de TB, mostrando a importancia dessa organizacao para a
satde indigena (Brasil?, 2019).
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Figura 4: Organizacdo da rede de servicos de satde nos Distritos Sanitarios Especiais
Indigenas. Disponivel em: Brasil, 2019. Dados SESAI.

O PNCT tem atuado no fortalecimento das a¢Bes de controle especificas para a
populacdo indigena, tais como: visitas de monitoramento e avaliacdo nos estados e
municipios prioritarios, incremento das agdes de controle nos Distritos Sanitarios
Indigenas, oferta do Teste Rapido Molecular para TB e maior adesdo ao Tratamento
Diretamente Observado (TDO), que € recomendado para todo indigena diagnosticado
com a doenca (Brasil®®, 2014). A implementacdo, no ano de 1999, do TDO nas
populacdes indigenas de Dourados levou a reducdo significativa no abandono do
tratamento, entretanto, a alta taxa de incidéncia de TB em criangas e adultos jovens indica
transmissdo e manutencdo continuas da epidemia nessa populacdo (Croda™ et al., 2012).
Portanto, ha urgéncia de novas ferramentas diagnosticas e, segundo a OMS (WHO?,
2017), o desenvolvimento de TPP (produtos-alvo de alta prioridade) e uma estrutura de
avaliacdo de um teste para prever a progressao da infeccdo por TB para a doenca ativa é

fundamental para quebrar a cadeia de transmisséo.

1.1.6- Diagnéstico da tuberculose

Individuos com sintomatologia sugestiva de TB, como tosse persistente produtiva
(muco e eventualmente sangue) ha mais de 2 a 3 semanas, febre, sudorese noturna,

emagrecimento, sdo avaliados clinicamente e os suspeitos de TB sdo submetidos ao
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diagnostico laboratorial que se da através de varios exames, tais como o radioldgico, 0s

microbioldgicos, os imunoldgicos e os exames moleculares (Brasil?, 2019).

Um resultado positivo do exame do escarro por microscopia (SM, do inglés
“sputum microscopy”), ou pesquisa de BAAR, confirma a TB ativa em pacientes com
quadro clinico sugestivo de TB pulmonar e em sintomaticos respiratérios identificados
através da busca ativa. A SM é baseada na pesquisa direta de BAAR em esfregacos de
amostras clinicas em laminas coradas pelo método Ziehl-Nieelsen, que é um método
simples, rapido e de baixo custo, e que necessita de equipamento minimo. A SM permite
detectar de 60% a 70% dos casos de TB pulmonar. Isto se reveste de grande importancia
ja que os casos com SM positivo sdo 0s maiores responsaveis pela manutencdo da cadeia
de transmissdo. Este método tem como desvantagens a baixa sensibilidade em
paucibacilares, ndo ser possivel diferenciar as espécies de micobactérias e outros
microorganismos, como o género Nocardia, além da limitacdo operacional de 20 leituras

de Iaminas por operador por dia (Brasil?, 2019).

A cultura para Mtb, considerada “padrdo-ouro” no diagnostico da TB pulmonar,
tem elevada especificidade e é mais sensivel (80%) que o SM. Esta permite a
multiplicacdo e o isolamento da micobactéria, a partir da semeadura da amostra clinica,
em meios de cultura especificos e, consequentemente, a identificacdo da espécie isolada,
além de permitir a realizacdo do teste de sensibilidade as drogas. Entretanto, a cultura é
morosa (4 a 8 semanas para liberagdo do resultado) e laboriosa (Brasil’*, 2011; Brasil?,
2019). No Brasil, houve aumento no percentual de realizacdo de cultura de escarro para
micobactéria com identificacdo de espécie, entre a populacdo indigena, passando de
9,7%, em 2003, para 26,3%, em 2012. Recomenda-se a realizacdo de cultura para todo
indigena maior de 10 anos, o que requer o desenvolvimento de a¢Bes que ampliem a

realizacio destes exames nessa populacéo (Brasil*®, 2013).

Atualmente, a OMS recomenda o uso do GeneXpert MTB / RIF® como o teste inicial a
ser usado para todas as pessoas com suspeita de TB. Este teste rapido molecular (TRM
TB®) ¢ uma plataforma diagndstica, aplicada diretamente aos espécimes clinicos
suspeitos, baseada na amplificacdo de &cidos nucleicos de Mtb e triagem de cepas

resistentes a rifampicina pela técnica RT PCR (reagdo em cadeia da polimerase em tempo
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real), com resultado disponibilizado em duas horas (WHO?, 2017). A sensibilidade do
TRM-TB é de cerca de 90% em adultos, e em criangas menores de 10 anos é de 66%.
Este detecta a resisténcia a rifampicina, com uma sensibilidade de 95% (Brasil?, 2019),
atualmente ha a disponibilidade do MTB / RIF® Ultra, que possui maior sensibilidade na
deteccdo da TB, em amostras paucibacilares, sendo sua sensibilidade comparavel a da
cultura liquida. Entretanto, como também pode detectar bacilos mortos ou inviaveis, o
TRM-TB néo deve ser utilizado para diagnostico nos casos de retratamento (reingresso e
recidivas). Nesses casos, o diagnostico da TB deve ser feito com baciloscopia e cultura,
0 TRM-TB podera ser utilizado apenas para triagem da resisténcia a rifampicina, assim
como em pacientes com suspeita de faléncia ao esquema basico (Brasil?, 2019). O
GeneXpert, juntamente com outros ensaios moleculares, embora sensivel e aprovado pela
OMS, segue com implementacdo lenta e isto se deve, parcialmente, aos custos
operacionais consideravelmente altos, especialmente em servigcos onde seu uso nao
recebe fontes externas de financiamento. Além de ser um teste de realizacdo centralizada
na unidade de salde diagndstica, necessita de estrutura e pessoal qualificado, por ndo ser
de facil operacionalidade para utilizagdo em campo e no local de triagem dos pacientes
(Pinto” et al., 2017). Um relatério de 2017 que avaliou politicas de combate & TB em 29
paises com alta incidéncia de TB destacou que apenas 52% dos paises o recomenda como
teste inicial para toda a populacdo, dos quais apenas 47% tornaram o Xpert MTB/RIF

amplamente acessivel (MSF'3, 2017).

A deteccdo da infeccdo da TB através da resposta imunoldgica do hospedeiro tem
sido historicamente realizada pelo TCT, que avalia a hipersensibilidade tardia contra Ag
micobacterianos (PPD ou derivado proteico purificado) e tem uma sensibilidade
aproximada de 70%. Embora tenha sido utilizado rotineiramente por mais de um século,
desde 1910, ha limitacdes tais como a necessidade de pessoal treinado para administra-
lo, a subjetividade da interpretacéo e leitura dos resultados. Entretanto, uma das maiores
limitacbes do TCT € a baixa especificidade, especialmente em individuos que foram
vacinados pelo BCG (59%), ou naqueles infectados por outras micobactérias ambientais
e em individuos imunocomprometidos (Ducati?® et al., 2006; Siqueira & Oréfice™, 2019).
Estudos descrevem TCT néo reator nas diferentes populacdes indigenas, apesar da alta
cobertura de vacinagdo com BCG (Escobar”™ et al., 2004; Basta’® et al., 20063;
Zembrzuski®? et al., 2010), sendo, portanto, mais uma limitagio deste teste na aplicagdo

entre os indigenas.
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Na Gltima década, o teste de liberacdo de interferon gama (IGRAS), que detecta a
resposta das células T contra Ag especificos de Mtb (CFP-10, TB7.7 e ESAT-6) através
da liberacdo de interferon, foi apresentado como uma ferramenta nova e valiosa para o
diagnéstico de infecgdo por Mtb. Entretanto, o IGRA ¢ ferramenta auxiliar no diagnostico
da na infeccdo por Mtb, pois ndo é conclusivo ja que ndo diferencia TB ativa da latente,
nem informa entre os infectados quais estariam em maior risco de desenvolver a doenca
ativa. O principal objetivo dos IGRAs é identificar aqueles que se beneficiardo da terapia
preventiva entre os individuos com infeccdo latente (LTBI). Mas, tanto os IGRA como o0
TCT séo limitados a esse respeito, por razdes que incluem a incapacidade de distinguir
reativacdo de reinfeccdo, reducdo da sensibilidade em pacientes imunocomprometidos e
incapacidade de discriminar os varios estagios do espectro da TB (Drain’’ et al., 2018), 0
que, em conjunto, enfraqueceu seu protagonismo no controle da TB (Delogu®® et al.,
2013; Pai’® et al., 2014; Lalvani’ et al., 2019).

Portanto, existe ainda um grande vazio nas metodologias diagndsticas para se
alcangar as metas do “END-TB 2035” (WHO?, 2017). Para tal, é necessario aumentar o
diagnostico dos casos novos e reduzir a perda de pacientes durante o tratamento no
atendimento primario. Solug6es diagndsticas simples sdo recomendadas de modo a obter
produtos que possam, prioritariamente, ser aplicados no atendimento primario ou do tipo
POC, isto €, possa ser aplicado no local onde se achou o caso suspeito, pois parte dos
individuos TB sdo de comunidades negligenciadas, como 0s sem teto, usuario de drogas,
encarcerados, indigenas e etc.

Os testes para TB baseados em sorologia podem ter as caracteristicas necessarias
para superar esses problemas. Estes tém potencial para serem rapidos, de baixo custo,
serem formatados para uso no local de atendimento, ou em servi¢os clinicos com poucos
recursos, podendo contribuir para auxiliar na confirmagdo diagndstica das suspeitas
clinicas de infecdes. Os testes soroldgicos estdo diretamente relacionados a resposta
imune do paciente, sendo capazes de detectar Ac especificos contra Ag micobacterianos
no soro, plasma, liquido pleural e outros fluidos corporais de facil obtencéo ou detectar
Ags, tais como LAM (lipoarabinomanana), que € aprovado pela OMS para diagndstico
imunoenzimatico da TB em urina de pacientes vivendo com HIV (Lyashchenko® et al.,
1998; Araujo®’ et al., 2004; Araujo®! et al., 2008; Teva® et al.,2009; Burbelo® et al.,
2015; Vidyarthi et al., 2017).
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Os testes sorologicos para diagnostico da TB, embora largamente estudados, néo
estdo disponiveis na rotina laboratorial devido a heterogeneidade da resposta imunologica
ao reconhecimento de Ag de Mtb, o que gera sensibilidades e especificidades inadequadas
e baixa reprodutibilidade. Mas os Ag utilizados nos varios estudos invariavelmente se
repetem, havendo portanto um déficit exploratorio das diferentes moléculas codificadas
pelo genoma de Mth, quer seja como Ag Unico ou como produtos da fusdo de diferentes
Ag, bem como dos isotipos de Ac (Lyashchenko®® et al., 1998; Araujo®’ et al., 2004;
Araujo®! et al., 2008; Teva®? et al.,2009; Burbelo® et al., 2015; Vidyarthi®* et al., 2017).

Idealmente os testes diagnosticos rapidos devem ter as seguintes caracteristicas

(Drain’’ et al., 2018; Nathavitharana® et al., 2019):

a) TPP 1 parateste de deteccdo de TB ativa: utilizando biomarcadores, sem usar escarro,
informar inicio de tratamento. Alvo minimo ou méximo produz sensibilidade (S) >
65% ou > 68% e especificidade (Sp) de 98%.

b) TPP 2 para teste de triagem: utilizado para identificar pacientes com sintomas ou
risco para desenvolver TB ativa, excluir TB ou selecionar para teste confirmatorio.
Alvo minimo ou maximo produz S > 90% ou > 95% e Sp > 70% ou > 80 %,

respectivamente.

O requisito de alta sensibilidade garante que individuos com resultado negativo na
triagem tenham uma baixa probabilidade de TB ativa, ja o requisito de especificidade
moderadamente alta limita a necessidade de teste diagndstico confirmatorio a um grupo

menor de individuos de alto risco (Yoon*? et al., 2017).

1.1.7- Proteinas de Mycobacterium tuberculosis utilizadas neste estudo

Com o sequenciamento total do genoma de Mtb identificou-se duas grandes
familias de proteinas PE e PPE, com 99 e 69 membros, respectivamente, que representam
quase 10% da sua capacidade de codificagdo. Muito pouco se sabe sobre o papel e a
funcdo destas proteinas embora algumas subfamilias, como o PE-PGRS e PPE-MPTR,
mas o fato de serem encontradas apenas em membros do antigo complexo Mtb ou em
outras micobactérias patogénicas, ha evidéncias de que alguns desses antigenos estdo
presentes na superficie celular levantando a hipGtese de que estas proteinas estdo
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diretamente envolvidas na patogénese das infecgdes por micobactérias e na evasdo da

resposta imune do hospedeiro. (Brennan %, 2017).

O gene rv3429 que codifica a proteina PPE59 estd localizado na regido de
diferenca 11 (RD11), que esté ausente de todas as cepas BCG, onde também é encontrado
0 gene que codifica para o Ag TB 7.7, utilizado no IGRA comercial (Parkash® et al.,
2009). Em estudo prévio de bioinformatica foi evidenciado que o gene rv3429 apresenta
predicédo de 7 epitopos lineares antigénicos com limites (threshold) maior ou igual a um,
sugerindo ser uma molécula com potencial imunodominante (Mulinari®, 2016). Chen’ et
al. (2009) demostraram que as proteinas de Mtb (Rv1978, NrdfFl, MPT64, CFP-21,
PPE57 e PPE59) induzem a liberacdo de IFN-y pelas células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) em pacientes com TB ativa e em individuos com infeccéo latente.
Estudos de avaliagdo da imunorreatividade da PPE59 ELISA IgA mostraram alta
especificidade e moderada sensibilidade tanto em soro de adultos TB pulmonar e
extrapulmonar, quanto em fluido pleural de individuos com TB pleural, sugerindo que a
PPE59 possa ser candidata para compor um teste soroldgico juntamente com outras
proteinas, para 0 imunodiagnostico da TB (Mulinari®, 2016; da Silva® et al., 2019).

O MPT-64 é uma proteina de 24kDa, que estd entre as principais proteinas
secretadas por Mtb, codificada pelo gene rv1980c. E descrita como altamente
imunogénica, esta localizada na regido de diferenca RD2, que é a segunda regido ausente
no genoma da cepa original de Mycobacterium bovis BCG Pasteur e também esta ausente
de micobactérias ndo tuberculosas (MNT). Representando cerca de 8% das proteinas
totais encontradas no filtrado de cultura, é uma das proteinas predominantes dentre as
mais de 33 secretadas ativamente durante o crescimento de Mtb e é expressa
precocemente, quando a bactéria esta se dividindo ativamente. As proteinas secretadas
pelas micobactérias sdo importantes Ag que sdo reconhecidos precocemente na resposta
do hospedeiro a infecgéo; elas estimulam a proliferacdo de células T e a liberacdo de IFN-
v pelas PBMCs (Chen’ et al., 2009; Bekmurzayeva®’ et al., 2013). Estudos anteriores
demonstraram que o MPT64 € reconhecido por pacientes com TB em ensaios
imunoldgicos (Sable® et al., 2005; Mustafa® et al., 1998; Mustafa® et al., 2008) e com
alta imunogenicidade em éareas endémicas como o Brasil (Kaisermann® et al., 2005;
Sardella®, 2008; Sardella®, 2014). Tavares® et al. (2007), estimulando PBMC com a
combinacdo MPT-64/ESAT-6, observaram que 89% dos pacientes com TB pulmonar
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apresentavam resposta para INF-y para este Ag. Em liquido cefalorraquiano de paciente
com meningite tuberculosa, um ELISA in house mostrou boa sensibilidade e
especificidade na deteccdo de IgA-MPT-64 e a sua combinagdo com o Ag 16 kDa
(Sardella® et al., 2008). O MPT64 fusionado ao ESAT6 foi também sugerido como
componente vacinal (Bai® et al., 2008). O MPT64 ¢ ainda o componente de um teste
comercial rapido e de facil operacionalidade (Tuberculose Ag MPT64 Test Bioeasy) que
identifica qualitativamente o complexo Mtb utilizando Ac monoclonal anti-MPT64 em
col6nias de cultura sélida ou em crescimento de cultura liquida. Esses estudos mostram a
capacidade do hospedeiro de produzir resposta celular e humoral para 0 MPT-64. Porém,
0s métodos de identificacdo baseados no MPT64 diferem entre si em termos de
especificidade, sensibilidade, tempo de deteccdo, disponibilidade e custo

(Bekmurzayeva® et al., 2013).

O MT-10.3 ou TB-10.3 é uma proteina com cerca de 10.3 kDa, codificada pelo
gene rv3019c, e membro de uma grande familia de proteinas micobacterianas, juntamente
com CFP-10 e ESAT-6 (que compde, junto com o TB7.7, o teste IGRA comercial), é
descrita especifica de Mtb (Kaisermann®! et al., 2005; Aradjo® et al., 2010). MT-10.3 foi
identificada como Ag de células T especifica, embora ndo muito sensivel (Alderson® et
al., 2000; Tavares®’ et al., 2006; Mon® et al., 2014). Em estudos realizados no Brasil, 0
MT10.3 também mostrou baixa sensibilidade e boa especificidade em liquor de pacientes
com meningite TB (Sardella®?, 2008). Silva® et al. (2008) demonstraram que o0 MT10.3
foi capaz de distinguir os individuos TB pulmonar dos controles, em um teste de ELISA-
IgG, porém com baixa sensibilidade (23.6%). Malaghini® et al. (2011) descrevem
reacOes de hipersensibilidade cutanea tardia ao MT10.3, juntamente com outras seis
proteinas recombinantes (ESAT6, CFP10, TB10.4, MTSP11, MPT70 e MPT83) que
foram avaliadas e comparadas a resposta do TCT. Todas produziram reagdo positiva em
teste intradérmico em individuos previamente sensibilizados com Mtb e essas proteinas
sdo candidatas a formulacdo de reagentes para auxiliar no diagnostico da tuberculose

através da reacdo intradérmica, sendo uma possivel alternativa ao TCT convencional.

Em estudos anteriores de avaliacdo da imunoreatividade de IgA -MT10.3 e -
MPT64, individualmente, em liquido pleural de pacientes com TB pleural, foi
evidenciado uma sensibilidade moderada (72%). Ao combinar os resultados de ambos os
Ags, houve um pequeno aumento na sensibilidade (76%), confirmando que os coquetéis
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antigénicos sdo Uteis para o imunodiagnostico (Kaisermann® et al., 2010). Estes achados
levaram a construcdo de uma quimera protéica contendo a fusdo de ambas proteinas, MT-
10.3:MPT64 (F1). O teste de ELISA IgA-F1 mostrou aumento da sensibilidade (81,4%)
e alta especificidade (95,5%) em relacdo as proteinas isoladas, na deteccdo de casos
paucibacilares de TB pleural (Araujo® et al. 2010). Recentemente, estes resultados foram
confirmados e validados, assegurando que ensaios com esta quimera tém potencial
diagndstico na TB pleural (da Silva® et al. 2019). Assim, no presente estudo propde-se
investigar em soro de indigenas com TB pulmonar se as proteinas PPE59 e F1 seriam
TPP sensiveis e/ou especificos na deteccdo de IgA para auxiliar no diagnostico da TB

desta populacdo negligenciada.

1.2. Justificativa

Ainda ndo ha perspectiva de obter, em futuro préximo, a eliminacdo da TB
como problema de salde publica, a ndo ser que novas vacinas e/ou medicamentos e/ou
politicas publicas efetivas, de melhorias das condig¢fes sociais, econdémicas e sanitarias
das populagdes vulneraveis, sejam desenvolvidas a médio prazo. Assim, o principal
desafio para o controle da TB é a identificacdo precoce do individuo doente e o seu
imediato e completo tratamento, quebrando a cadeia de transmisséo, ja que a propagacao

da doenca ocorre pessoa a pessoa (Brasil’t, 2011).

A populacdo indigena tem duas vezes mais chances de desenvolver TB
quando comparado aos ndo-indios, isto reforca as buscas por marcadores para uso em
testes diagnostico pratico, rapido, ndo baseados no espécime do escarro e de facil
operacionalidade, definido pela OMS como TPP e com potencial para formato POC, e 0s

testes soroldgicos se adequam a estas caracteristicas.

Segundo alguns estudos, a populacdo indigena apresenta suscetibilidade
imunoldgica diferenciada em relagdo a populagdo em geral (Sousa® et al., 1997;
Hurtado- Guerrerol®?, 2003; Basta et al., 2006a), podendo favorecer a instalagio de
doencas infecciosas. A elevada transmissdo de TB entre os indigenas pode ser explicada
ainda pelas barreiras linguisticas, geograficas e culturais que levam a um diagnostico
tardio da TB e que, por sua vez, resultam na identificacéo tardia de fontes de transmisséo
dentro da comunidade e em um aumento do risco de novos casos (Tollefson!® et al.,

2013). Fatores de ordem sociocultural tém sido associados a baixa eficacia de programas
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de controle da TB (Rubel & Garro'®, 1992). Em Mato Grosso, foi evidenciado que,
embora a cultura do povo Xavante ndo seja impeditiva para a execucao das acdes de
controle da TB, como exames diagnosticos, vacinagdo e tratamento quimioterapico, a
precariedade da oferta de servigos de salde nas comunidades indigenas tem
comprometido a deteccdo precoce e tratamento adequado de novos casos da doenga
(Welch & Coimbral®, 2011).

A pesquisa de Ac para o diagnostico da TB recuperou seu espacgo nos ultimos
anos e estudos tém evidenciado o importante papel da resposta imune humoral na infecgdo
por Mth. Até o momento, apesar dos varios kits comerciais elaborados, nenhum deles
contém marcadores cuja acurcia seja adequada para auxiliar no diagnéstico da TB.
Portanto, explorar novos marcadores do patégeno que sejam reconhecidos por
biomarcadores do hospedeiro, primarios a infecgdo por Mth, continua uma estratégia
viavel. Entretanto, em se tratando de TB, ndo se espera um marcador absolutamente
especifico, mas que componha um teste que possa excluir doenca ou ter um perfil de

triagem, é um avanco necessario no diagnostico.

No presente estudo sera avaliada a imunoreatividade do biomarcador IgA de
soro humano a PPE59, e a uma construcdo genética, composta da fusdo dos genes
rv3019c:rv1980c, que codificam a quimera proteina F1 (MT10.3:MPT64), especificas de
Mtb, em pacientes TB de etnias indigenas.

2. HIPOTESE DO ESTUDO

Devido as diferengas imunoldgicas no reconhecimento de Mtb, os antigenos
PPES59 e a fusdo protéica F1 (MT10.3:MPT64) podem ser reconhecidos pelo biomarcador

IgA e contribuir no diagndstico da TB pulmonar nesta populacao.
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3.  OBIJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar o biomarcador IgA de soros de pacientes indigenas com tuberculose no
reconhecimento dos marcadores micobacterianos proteicos unicos ou modificados, como
a PPES9 e F1.

3.2. Obijetivos especificos:

a) Expressar as proteinas PPE59 e F1 a partir de clones existentes e parametrizar as

condigdes no reconhecimento de IgA por teste imunoenzimatico
b) Determinar a sensibilidade e a especificidade de teste imunoenzimatico

c) Estabelecer a razdo de verossimilhanca e os valores preditivos para os testes de
IgA-PPES9 e -F1

d) Correlacionar a reatividade de IgA-PPES9 e -F1 com as caracteristicas

demograficas e laboratoriais da populacao estudada
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4. METODOLOGIA
4.1. Tipo de Estudo

Estudo transversal, observacional, de avaliagdo da imunoreatividade da IgA
frente a proteina Unica PPES9 e a quimera protéica especificas de Mtb (F1), em amostras
de soro de pacientes com TB e de individuos sadios de etnias distintas, utilizando a técnica
do ELISA.

4.2. Consideracoes éticas

O sangue dos individuos foi coletado apds consentimento formal, livre e
esclarecido antes do inicio de qualquer procedimento, tendo a aprovacdo do comité de
ética em pesquisa da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca — CEP/ENSP
(N.192/11)

4.3. Local do estudo

A captacdo das amostras de soros envolvidas no estudo foi realizada na reserva
indigena de Bororo e Jaguapiru, Municipio de Dourados, MS, regido centro-oeste do
Brasil (Figura 6), pela equipe do Dr. Julio Henrique Croda, Laboratério de Pesquisa em
Ciéncias da Saude (LPCS), Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD —
Unidade 2), Dourados, MS, no periodo entre 2011 a 2013, dentro do projeto “Resposta
imunoldgica a tuberculose em populacGes etnicamente distintas no municipio de
Dourados — MS”. Amostras de conveniéncia de soros de pacientes diagnosticados com
TB neste estudo foram encaminhadas para a soroteca do Laboratério de Microbiologia
Celular, Instituto Oswaldo Cruz (IOC)/Fiocruz, onde foram mantidas aliquotadas e
estocadas. A Reserva de Bororo e Jaguapiru fica em uma area de Mata Atlantica, onde
vivem aproximadamente 15025 indigenas, composta por trés povos e duas etnias: Guarani
Nandeva e Guarani Kaiowa, segunda maior etnia da populagio indigena do Brasil, e
Terena. A aldeia, com uma area de aproximadamente 3,5 mil hectares é proxima a cidade
e é cortada por uma rodovia (MS 156), que liga Dourados ao municipio de Itapord, o que

aproxima os indios dos ndo-indios (terrasindigenas.org'®) (Figura 5).
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Figura5: Imagem de satélite com o perimetro parcial da Reserva onde se localiza a aldeia

indigena de Bororo e Jaguapiru, Dourados, MS, Brasil. Disponivel: Google.

4.4. Amostragem

Foram enviados ao nosso laboratério 120 soros arrolados no periodo do estudo
(Fig.7), onde para cada paciente diagnosticado com TB foi incluido dois controles
constituidos de individuos sadios com contato domiciliar ou social recente e préximo de
pacientes TB (HCC), pareados em sexo e idade (Figura 6). Todos os soros foram
codificados independentemente da apresentagdo clinica dos pacientes. As principais
caracteristicas demogréficas, clinica e laboratoriais nos foram enviadas em planilha pela
equipe do Dr. Julio Henrique Croda do LPCS/UFGD, MS.

4.4.1 Critérios de inclusdo

Pacientes com tuberculose confirmada por cultura*® e/ou SM*", formando o grupo
tuberculose ativa e individuos com cultura” e SM", formando o grupo HCC.

4.4.2 Critérios de exclusio

Amostras duplicadas de pacientes com tuberculose.
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37 SOROS

TUBERCULOSE ATIVA (TB)

-
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76 SOROS

CODIFICADOS e ENVIADOS

LAMICEL

R

I

TESTE ELISA IgA

Figura 6: Fluxograma dos soros de indigenas enviados ao Laboratério de Microbiologia
Celular (LAMICEL)/IOC/FIOCRUZ agrupados em tuberculose ativa (TB) e contatos

sadios, recentes e préximos de pacientes com TB (HCC) testados. LPCS: Laboratério de
Pesquisa em Ciéncias da Satde/Univ. da Grande Dourados, MS. SM: microscopia direta de escarro corados
pelo método de Ziehl-Neelsen para detec¢do de bacilos &lcool &cido resistentes. ELISA: enzyme linked

immunosorbent assay.

4.5. Purificacio das proteinas PPE59 e F1

Os clones de Escherichia coli contendo os genes fusionados codificantes da

quimera protéica F1 (MT10.34:MPT64), assim como da PPE59, estocados em nosso

laboratério, foram utilizados para os procedimentos de expressao protéica que seguiu 0

protocolo estabelecido por Aradjo® et al. para F1 e por Mulinari® para a PPE59.
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45.1- Cultivo do clone de Escherichia coli (Dh5a) contendo a proteina

recombinante PPE5S9 e sua purificacdo

Para a purificacdo da proteina, células de E. coli (Dh5a) contendo o plasmideo-
inserto recombinante, isto é, a sequéncia alvo (pQE80L:PPE59), foi cultivada em 10ml
de meio Luria Bertani (LB) contendo 100ug/ml de ampicilina, a 37°C por 22 horas sob
agitacdo a 200 rpm (CT 712-R, Cientec, Belo Horizonte — MG, Brasil). No dia seguinte,
a cultura foi transferida para um frasco Erlenmeyer com 500 ml de meio LB e incubada
a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm, até se obter crescimento correspondendo a turvagéo em
densidade odtica (DOeoo) de 0,6 (Amersham Pharmacia Ultrospec 3100 Pro, GE
Healthcare, EUA). Uma aliquota de 1ml foi entdo retirada da suspencdo antes da inducao
com isopropyl pB-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (controle sem inducdo) e
centrifugado. Seguindo-se a indugdo com IPTG por 3 horas, como estabelecido
previamente, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos (Centrifuga Sorvall
ST16R [TX-400], ThermoScientific, EUA). O pellet celular foi armazenado a -20C até a
etapa de lise bacteriana.

45.2- Lise bacteriana em condicdes desnaturantes

A massa celular obtida apds a centrifugacdo da cultura bacteriana foi
descongelada por 15 minutos, no gelo, e ressuspendidas em tampéo B de lise (100mM
NaH2PO4; 10mM de Tris base; 8M de Uréia, pH= 8,0) para um volume de 5 ml por
grama do peso celular. Em seguida, foram adicionados 0,1M PMSF (Fluoreto de
fenilmetilsulfonil) e 20mM de betamercapto-etanol, com incubacdo de 1 hora sob leve
agitacdo e em temperatura ambiente. As células foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para outro tubo e guardado a 4°C para o

processo de purificacdo por cromatografia de afinidade com resina de niquel.

4.5.3- Purificacdo da PPES9 através da cromatografia de afinidade com resina de

niquel

O volume de 1 ml de resina His Link Protein Purification (www.promega.com)
foi adicionado a 10 ml de agua milli Q estéril em tubo Falcon de 15ml. Apds

homogeneizacdo, o tubo foi deixado em temperatura ambiente até a sua completa
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decantacdo. ApoOs a retirada da agua foram adicionados 10ml de tampdo B, e
homogeneizado. O tampao B de lise foi removido e o sobrenadante foi adicionado a resina
e incubado por uma hora sob agitacdo a 4°C. No gelo, a solucdo foi entdo depositada na
coluna de eluigdo e, apos a passagem do sobrenandante na coluna, a resina foi lavada com
tampé&o de lavagem (100mM NaH2PO4; 10mM de Tris base; 8M de Ureia, 5 mM de
imidazol, pH= 6,0) até completar 15 ml. Em seguida, as proteinas foram eluidas com
tampdes de eluicdo com 4 diferentes concentracdes de ureia-imidazol. Em cada etapa de
eluicdo foram utilizados 3ml dos tampdes, i) 100mM NaH2PO4; 10mM de Tris base; 8M
de Ureia, 5 mM de imidazol, pH= 8, ii) 100mM NaH2PO4; 10mM de Tris base; 8M de
Ureia, 20 mM de imidazol, pH= 8, iii) 100mM NaH2PO4; 10mM de Tris base; 6M de
Ureia, 100 mM de imidazol, pH= 8, iv) 100mM NaH2PO4; 10mM de Tris base; 4M de
Ureia, 250mM de imidazol, pH= 8. Cada um dos eluatos foram armazenados a -20°C até
serem resolvidos em gel de SDS-PAGE para determinar em qual eluato a proteina

recombinante seria purificada.

1.2.3.1- SDS-PAGE (qgel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sodio)

O gel de poliacrilamida foi preparado (acrilamida 12%, TRIS 1,5M, SDS 0,1%,
persulfato de amonio [APS] 0,05% e TEMED). Apos a aplicacdo da solucédo de acrilamida
entre as placas de vidro, com isolamento do ar atmosférico utilizando isopropanol para
uma melhor polimerizacdo, o material foi deixado em repouso a temperatura ambiente
até a sua solidificacdo. Ap0s a retirada do isopropanol, cujos residuos foram absorvidos
usando papel filtro, ocorreu a aplicacdo do gel de empilhamento (acrilamida a 3%, TRIS
1,5M, SDS 0,1%, APS 0,076%, TEMED).

As amostras foram preparadas para aplicacdo no gel de poliacrilamida, através da
adicdo de tampéo de amostra (0,5M TRIS-CI; 20mM DTT; 4% SDS, 0,2% ABF, 20%
glicerol); antes da aplicagdo, as amostras (30ul) foram fervidas por 3 minutos. Apds
aplicacdo das diferentes aliquotas nos pocos do gel, a eletroforese foi realizada em tampéao
de corrida (0,1% SDS; 250mM glicina; 25 mM TRIS, pH= 8,3), utilizando cuba vertical
de proteina (BIORAD, Califérnia, EUA) na voltagem de 120V. O tempo de corrida foi
estimado de acordo com a saida do tamp&o de amostra do gel. Apoés a eletroforese, 0s géis
foram corados com solucdo de azul de Coomassie (Coomassie brillian Blue R-250 —

ThermoScientific, EUA, 50% de Metanol, 10% de &cido acético) por no minimo 30
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minutos, sendo em seguida descorado com uma solugdo descorante (metanol 40%, acido

acético 10%). Os géis foram guardados em agua destilada até serem digitalizados.

4.5.4- Didlise da PPE5S9 purificada

Apo6s a confirmacdo da proteina purificada, os eluatos foram submetidos ao
processo de dialise, em membranas de 16 mm (SnakeSkin, ThermoScientific, EUA), para
separar as proteinas de pequenas particulas e solutos que possam degradar a proteina.
Primeiramente, as membranas foram cortadas de acordo com o volume de cada eluato
purificado. As membranas foram mergulhadas em 4.400 ml de tampéo de dialise PBS
0,25x (137mM NaCl; 2,07mM KCI; 10mM Na2P04; 1,8mM KH2P04), ap6s serem
vedadas em uma de suas extremidades com clips e os eluatos aplicados pela outra
extremidade e vedado com clip. Foram entdo deixadas sob leve agitacdo por 22 horas a

4°C, ao término os eluatos foram transferidos para um tubo para a quantificacao protéica.

4.55- Cultivo do clone de Escherichia coli BL21-DE3 contendo a proteina

recombinante F1 para a purificacio

Para a purificacdo da proteina, células de E. coli BL21-DE3 contendo o plasmideo-
inserto recombinante, isto €, a sequéncia MT10.3:MPT64-pQE80L, seguiu-se a mesma
metodologia descrita no item 4.2.1, com pequena modificacdo, a inducdo com IPTG foi
feita por 4 horas. A cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos e as células

foram armazenadas a -20C até a etapa de lise bacteriana.

45.6- Lise bacteriana de Escherichia coli BL21-DE3

As células foram descongeladas em gelo e ressuspensas com 20 ml de tampédo
KTE (50 mM Tris pH 8, KCI 100 mM, EDTA 1 mM) e homogeneizadas por 38 minutos
em agitador tipo gangorra (Tube Rocker — TTR200, Unico, EUA). Em seguida, foram
adicionados 1 mM PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonil) e 20mM de betamercapto-
etanol, e submetidas a sonicacdo durante 8 min (pulso ligado, 1 min; pulso desligado, 1
min; amplitude, 40%) em gelo, para o rompimento das células. O lisado foi centrifugado

a 17.000 rpm durante 15 min a 4°C, o sobrenadante foi guardado a 4°C e o sedimento
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contendo a proteina de fusdo recombinante insoltivel (com corpos de inclusdo) foram
ressuspensas com 20 ml do tampdo KTE. Apds incubacdo de 30 min sob agitacdo, a
suspensdo foi lavada por quatro vezes com tampéo KTE a 17.000 rpm, cada vez, durante
15 min a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a 4°C e o pellet celular congelado
overnight.

45.7- Purificacdo da F1

O pelllet foi descongelado, em gelo, ressuspenso com 20 ml de tampédo KTE e
centrifugado a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C, por 2 vezes. O sobrenadante foi estocado
4 °C e o pellet foi ressuspenso com 20 ml em tampdo de ressuspensdo (Tris 20 mM pH
8,0, EDTA 2,5 mM, imidazol 5 mM, Triton X-100 a 1%) e centrifugado a 17.000 rpm
durante 10 min a 4°C por 2 vezes. O sobrenadante foi estocado a 4 °C e o pellet foi
incubado por 30 min em temperatura ambiente com 20ml do tampao de solubilizagdo (N-
laurilsarcosina a 0,3%, 50mM acido N-ciclo-hexil-3-aminopropanosulfénico [CAPS] pH
11, 1 mM ditiotreitol [DTT]), e em seguida de centrifugado a 10.000 rpm durante 15 min
a 4°C. Este processo foi repetido aumentando o tempo de incubacdo para 1 hora,
mantendo os mesmos tempos de centrifugacdo. Os sobrenadantes foram estocados a 4°C
e o pellet a 20 °C.

45.8- Dialise da F1 purificada

Os sobrenadantes estocados anteriormente foram dialisados como no item 4.2.4,
com pequena modificacdo: o tempo de dialise foi de 3 horas, com troca de tampéo por 2
vezes, e em seguida mantida a dialise overnight a 4°C, sob agitacdo. No dia seguinte, 0s

eluatos foram transferidos para um tubo para a quantificagdo protéica.

4.5.9- Quantificacio das proteinas PPE59 e F1

Foi utilizado o kit colorimétrico “Coomassie plus” (Coomassie Plus: The Better
Bradford; Pierce, Rockford, IL), que é baseado no método que foi descrito pela primeira
vez pelo Dr. Marion Bradford em 1976. Modifica¢cfes foram introduzidas para reduzir a
tendéncia dos reagentes do Coomassie de gerar curvas de resposta ndo linear por

formulagdo, melhorando a linearidade dos intervalos definidos da concentragdo da
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proteina. A reacdo foi realizada em microplacas de poliestireno (Nunc, flat botton
immunoplate C96 Maxisorp, Thomas Sci, EUA). Cinco microlitros de cada amostra e de
cada padré@o foram depositados nos respectivos pogos da microplaca e 250ul do reagente
Coomassie plus foram adicionados em cada pogo. A placa foi incubada sob agitacédo a 30
rpm (shaker orbital, Optronic instrumentos cientificos, Brasil) por 30 segundos e depois
deixada a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da reacdo foi realizada em leitor
de ELISA, no comprimento de onda de 595nm (Labsystems Multiskan MS Plate Reader,
EUA). Os valores dos padrdes foram usados para construcdo da curva padréo e para a
obtencdo da concentracdo proteica das preparacdes obtidas.
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4.6. Padronizacdo do ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) in house

Foram utilizadas microplacas para ELISA (Nunc, flat botton immunoplate C96
Maxisorp, Thomas Sci, EUA). Nos respectivos pocos da placa, foram adicionados 50uL
dos antigenos proteicos (PPE59 ou F1) em tampdo carbonato-bicarbonato pH = 9,6
(Na2C03 15mM, NaHCO3 15mM), nas concentracdes de 0,25, 0,5, 1,0 e 1,5ug/ml. Apos
a incubacdo a 37°C por duas horas, a microplaca foi lavada 3 vezes com 200ul PBSt
0,01% pH= 7,4 (Na2HPO4 90mM, NaH2PO4 18,98mM, NacL 9,92mM, 0,01% Tween
20). Em seguida, foram adicionados a cada pogo 100uL da solugdo de bloqueio PBSt-
BSA 5% (bovine sérum albumin, Fraction V, Sigma Aldrich, EUA) e a microplaca foi
incubada a 37°C por 2 horas. Ap6s lavagem, como descrito acima, foram adicionados,
nos respectivos pogos, 50uL de pool de soros de pacientes com TB (positivo), contendo
10 soros de diferentes pacientes ou de pool de soros (negativo) de individuos ndao TB,
contendo 09 soros de diferentes individuos contatos sadios, recentes e proximos de
pacientes com TB (HCC), diluidos seriadamente de 1:50 a 1:1600 em PBSt-BSA 1% e
incubados a 37°C por 1 hora. Posteriormente & lavagem, foram aplicados 50uL dos
conjugado de cabra anti-lgA humana-HRP (horseradish peroxidase, Kappel, EUA),
diluidas a 1:4.000 a 1:16.000 em PBSt-BSA 1%, e incubado por 1 hora a 37°C. Apoés a
lavagem e adig@o de 50uL da solugdo de substrato TMB (3,3°,5,5° — tetrametilbenzidina,
Thermo Scientific, EUA), a placa foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. A reacgdo colorimétrica foi interrompida com 50ul de H2SO4 a 2,5N. A
placa foi lida na absorbéncia de 450nm em leitor de ELISA (EIx800 Absorbance
Microplate Reader, Biotek, Vermont, EUA).

Os resultados dos testes foram expressos em densidade ética (DO). Em cada placa,
existiu um poco controle branco, cuja DO néo ultrapassou a 100. Em caso contrario, foi
indicativo de erro operacional, sendo o teste repetido. Para minimizar as variagdes na DO
dos pools por sucessivos congelamentos e descongelamentos, foram feitas aliquotas em
pequenos volumes, de modo que cada aliquota nao foi utilizada mais de trés vezes. Todos
os testes foram realizados em duplicata, com valores que ndo deveriam exceder a 15% do
valor médio das duplicatas; em caso contrario, o teste foi repetido. A melhor concentracéo
do antigeno, das dilui¢fes de conjugados e de espécime clinico foram determinadas. Apds
padronizacdo das variaveis do teste, 0s soros, componentes dos respectivos pools, bem
como o restante da amostragem foram testados individualmente. Em todas as placas
foram adicionados pools positivos e negativos para servir como controle das placas nos

testes realizados no mesmo dia ou em dias diferentes.
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4.7. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram efetuadas usando os programas SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) verséo 20.0 e Graphpad Prism verséo 6.0 para Windows.
Para 0s ensaios de padronizacao, os resultados foram avaliados em média + desvio padréo
e a fim de comparar as distribuicdes entre os pools de TB e HCC para escolha de melhor
resultado a ser utilizado no estudo foi realizado o teste de Mann-Whitney, p < 0,05 foi
considerado significativo. A imunorreatividade da proteina PPE59 e F1 foi identificada
através de densidade Optica e foram descritas em medianas + interquartil. Para as analises
com as variaveis demograficas e clinicas, a imunorreatividade através de densidade Optica
foi descrita em médias + desvio padrao.

A positividade dos antigenos PPE59 e F1 para IgA foi calculada através da Curva
ROC (receiving operating characteristic) para obtencdo dos melhores pontos de corte
(cut off) para os testes, que serdo representados em um grafico. A curva foi construida
utilizando o grupo TB (sensibilidade) e o grupo dos controles (especificidade). Quanto
mais sensivel um teste, maior seu valor preditivo negativo, ou seja, possui uma seguranca
de que a pessoa com teste negativo ndo tem a doenca e quanto mais especifico um teste,
maior seu valor preditivo positivo, ou seja, possui uma seguranca de que a pessoa com
teste positivo tem a doenca). A razdo de verossimilhanca (RV) combina sensibilidade e
especificidade para calcular o qudo atil um novo teste diagnostico é para aumentar ou
diminuir a probabilidade de ter uma doenga na populacdo estudada. A RV+ é a
probabilidade de um resultado positivo em pacientes com a doenca dividida pela
probabilidade de um resultado positivo em pacientes sem a doenga, ¢ a RV— ¢ a
probabilidade de um resultado negativo em pacientes com a doenca dividida pela
probabilidade de um resultado negativo em pacientes sem a doenga.

A RV+ varia de 1 a infinito, e uma RV+ = 1 indica que a probabilidade de resultado
positivo do teste € a mesma para pacientes com e sem a doenga; portanto, o teste € inutil.
RV+ > 1 corrobora a presenca da doenca; assim quanto maior a RV+, maior sera a
probabilidade do resultado positivo do teste aumente a probabilidade de doenca se o
resultado do teste for positivo. A RV— varia de 1 a 0, e quanto mais proxima de 0 a RV
for, menor sera a probabilidade de doenca na presenca de resultado negativo do teste.

Para comparar as diferencas das frequéncias de positividade obtidas nos diferentes
grupos foram realizados testes ndo paramétricos, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para

avaliar a significancia dos resultados obtidos e p <0,05 foi considerado significante.
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5. RESULTADOS

5.1. Purificacdo das proteinas PPE59 e F1

Para a expressdo da PPE59 a coldnia contendo a sequéncia do gene alvo foi
induzida em meio de cultura de acordo com o protocolo proposto (metodologia item
4.5.1). A liberacdo da proteina do pellet celular foi realizada em condigdes desnaturantes
(ureia 8M). Para eluigdo da proteina PPE59 foram aplicados tamp@es de diferentes
concentracOes de uréia-imidazol, e a liberacdo da resina, sem corpos de inclusdo, com o
peso molecular esperado (21 kDa), ocorreu no eluato contendo 6M de ureia e 100mM de

imidazol, visualizada pela técnica de SDS-PAGE (Figura 8).

Figura 8: Identificacdo da proteina PPE59 purificada através do gel SDS-PAGE (gel de

poliacrilamida contendo duodecil sulfato de s6dio). Colunas: 1- Marcador de peso molecular
(kDa) prestained proteina Ladder. 2, 3, 4 e 5- Eluatos da proteina PPE59 purificada (21kDa).

Para a expressdo da F1, a coldnia contendo a sequéncia do gene alvo foi induzida
em meio de cultura de acordo com o protocolo proposto (metodologia item 4.5.5). A
liberagdo da proteina do pellet celular foi realizada por sonicacdo. A F1, que contém
corpos de inclusdo, foi adicionado o tampédo KTE, e para recuperar a forma bioativa da
proteina foi necessario solubiliza-la utilizando o tampéo de ressuspensao (Tris 20 mM,
EDTA 2,5 mM, imidazol 5 mM, Triton X-100 a 1%) e solubilizacdo (N-laurilsarcosina a
0,3%, 50mM CAPS, 1 mM DTT). A liberacdo da proteina, com o peso molecular
esperado (36 kDa), ocorreu no tampéo de ressuspenséo 1l e solubilizacéo 1l, visualizada
pela técnica de SDS-PAGE (Figura 9).
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Figura 9: Identificacdo da proteina F1 (MT10.3:MPT64) purificada através do gel SDS-
PAGE (gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de s6dio). Coluna 1: Marcador de

peso molecular (kDa) prestained proteina Ladder, 2 - Eluato do processo de purificagdo em tampdo de
ressuspensdo I, 3 — Eluato com F1 purificada em tampdo de ressuspensédo Il, 4- Eluato do processo de

purificacdo em tampdo de solubilizacdo | 5- Eluato com F1 purificada em tamp&o solubilizacéo II.

5.2. Caracteristicas da populacdo do estudo

Entre os 113 indigenas, que foram avaliados quanto a presenca da IgA do soro
reativa as proteinas PPE59 e F1, 37 individuos apresentavam a forma clinica da TB
pulmonar e eram HIV negativos. Poucas comorbidades foram notificadas: 5 individuos
eram portadores de hipertensdo e 1 de diabetes mellitus. O grupo controle consiste em
individuos sadios, sem sintomas respiratdrios, que moravam em residéncias proximas a
dos pacientes com TB e que eram seus contatos sadios, recentes e proximos de pacientes
com TB (HCC).

A Tabela 1 resume as principais caracteristicas clinicas, demogréaficas e
laboratoriais dos participantes do estudo. A maioria dos pacientes com TB e os HCC é do
sexo masculino (62,2% e 61,8 %, respectivamente, p=0,99), e apresentam idade média
sem diferenca significativa (34,7 e 34,9; p=0,98 respectivamente). Entre os individuos
com idade variando entre 9 a 17 anos, 6 eram TB e 2 HCC. J4 os individuos idosos, com
idade entre 65 a 84 anos, dois eram TB e seis HCC. A maioria dos pacientes declararam
ndo ser tabagista ou ter habito de ingerir alcool (83,8 %). A cicatriz vacinal (BCG) foi
observada em apenas 48,6 % dos pacientes TB e a maioria (12/18) encontrava-se abaixo
da idade média da populacéo testada. Todos os pacientes com sintomas de TB (97,3%)
apresentaram cultura positiva para Mtb, exceto um por contaminagdo da cultura. J& a
baciloscopia do escarro, para visualizagdo de BAAR diretamente no escarro, foi positivo
em apenas 59,5% dos pacientes. A etnia Guarani Kaiowa contribuiu com a maioria dos

pacientes com TB (67,5%). Apenas seis pacientes ndo possuiam etnia notificada.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos 113 individuos

incluidos no estudo, cujos soros de conveniéncia foram testados.

NUmero (%)

Caracteristicas TB HCC p valor
NUmero 37 (33) 76 (67)
Idade média + desvio 098
adrio 347+17,2 34,9+ 16,9 :
> 34 anos 14 (37,8) 30 (39,4)
< 34 anos 23 (62,2) 40 (52,6) 068
Sem informacdes 6 (8)
Sexo
Feminino 14 (37,8) 29 (38,2) 0,99
Masculino 23 (62,2) 47 (61,8)
Etilismo 7 (18,9) NI
Tabagismo 6 (16,2) NI
Marca BCG 18 (48,6) NI
Etnia
Terena 5(13,5) NI
Guarani Nandeva 1(2,7) NI
Guarani Kaiowa 25 (67,5) NI
Sem informacéo étnica 6 (12,3) NI

Microscopia de escarro

Positivo 22 (59,5) -

Negativo 15 (40,5) 76/76 (100)
Cultura

Positivo 36 (97,3) -

Negativo 1#(2,7) 76/76 (100)

NI: ndo informado; N (%): nimero e porcentagem; TB: pacientes com tuberculose pulmonar confirmada;

HCC: contatos sadios, recentes e préximos de pacientes com TB; #: cultura contaminada.
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5.3. Padronizacdo do ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) in house

Para avaliar o reconhecimento da proteina recombinante PPE59 pela IgA de soro
humano, inicialmente foi realizada a padronizacao do teste de ELISA in house utilizando
diluicdes seriadas de pool de soros positivos ou negativos de 1:100 a 1:800 (Figura 10).
O antigeno foi diluido nas concentracGes de 0,5 pg/ml e 1,0 pg/ml; e o conjugado anti-
IgA humana-HRP foi testado nas dilui¢Bes seriadas de 1:4.000 a 1:16.000.

[EnY
= N
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©
~

ELISA 1gA PPES9 (DO 50,m)

o

1:100 1:200 1:400 1:800
Diluicdo dos pools

Figura 10: Parametrizacdo do ELISA IgA PPE 59 (0.5 pg/ml) em pools de soros de
pacientes indigenas com tuberculose (TB) e HCC (contatos sadios, recentes e

préximos de pacientes com TB). (+) TB; () HCC. Resultados expressos em densidades 6ticas
(DOss0).

O mesmo processo de padronizacdo do ELISA-IgA in house para a quimera
fusionada F1 foi realizado utilizando dilui¢fes seriadas de pool de soro de pacientes com
TB pulmonar (pool positivo) e com pool de soro de individuos sadios com contatos
sociais recentes e proximos (pool negativo) de 1:50 a 1:1.600 (Figura 11). O antigeno foi
testado nas concentrac@es de 0,25 pg/ml, 0,5ug/ml, 1,0 pg/ml e 1,5 pg/ml e o conjugado
anti-lgA humana-HRP foi ensaiado nas dilui¢Oes seriadas de 1:2.000 a 1:16.000.
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Figura 11: Parametrizacdo do ELISA IgA F1 (0.5 pug/ml) em pools de soros de pacientes
indigenas com tuberculose (TB) e HCC (contatos sadios, recentes e préximos de
pacientes com TB). () TB (*) HCC. Resultados expressos em densidades 6ticas (DOaso).

A melhor reatividade de IgA do pool de soros TB pulmonar para PPES59 foi obtida
na diluicdo de 1:100 (DO: 1,026) onde diferenciou significativamente (p<0,05) do pool
de negativo (DO: 0,649), com o Ag na concentracao de 0,5 pg/ml e conjugado diluido a
1:8000 (Figura 10 e Tabela 2). Ja para F1 a melhor reatividade de IgA do pool positivo
foi obtida na diluicho de 1:100 (DO: 1,649)que mostrou uma
diferenca significativamente maior (p<0,05) quando comparado ao pool negativo (DO:
0,863), com 0 Ag na concentracgdo de 0,5 pg/ml e conjugado diluido a 1:4000 (Figura 11
e Tabela 2)

Tabela 2: Condicdes definidas na padronizagéo do teste de ELISA para imunoglobulina
A para 0s antigenos (Ag) PPE59 e F1.

Ag
PPE59 F1
Diluicdo do Ag(pg/ml) 0,5 0,5
Diluicéo do soro 1:100 1:100
Diluicdo do conjugado 1:8000 1:4000

Ag: antigeno; pg/ml: micrograma por mililitro.
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5.4. Resultados guantitativos do ELISA IgA anti as proteinas PPE59 e F1 com o0s

soros individualizados

As medianas obtidas no ELISA IgA anti PPE59 e F1 foram significativamente
maiores no grupo TB (0,88 e 0,98) quando comparadas ao grupo HCC (0,64 e 0,53;
p=0,05 e p=0,0001; respectivamente) (Tabela 3 e Figura 12).

Tabela 3: Resultados quantitativos do reconhecimento da imunoglobulina IgA reativa as
proteinas PPE59 e F1 em pacientes com tuberculose (TB) e contatos sadios, recentes e

proximos de pacientes com TB (HCC).

DENSIDADE OTICA

ELISA-IgA
PPE59 F1
Grubos N° Mediana
P [interquartil]
0,88* 0,98
B 37 [0,62-1,04] [0,71- 1.2]
HCC 76 0,64 0,53
[0,53-0,83] [0,42-0,66]

TB: individuos com tuberculose confirmada; HCC: (contatos sadios, recentes e proximos de pacientes

com TB). * p<0,05: grupo TB vs HCC (PPE 59); *** p<0,0001: grupo TB vs HCC (F1). Resultado

expressos em densidade o6tica (DOaso).

No grupo TB, para ambos os testes, houve maior dispersdo das reatividades.
Foram identificados 5 soros, no grupo HCC, com reatividade elevada para ambas as
proteinas (Figura 12), nenhuma caracteristica em comum foi identificada entre esses
individuos. Essas reatividades elevadas podem sugerir que hd um risco aumentado de
progressao pra doenca, onde os individuos podem estar latentemente infectados ou em

um outro espectro da TB.

45



Fl PPES9

2.4 *%
221 ok  p<0003 °
<0,0001 0
p s g
2.0' 2 s &
8 1
1.8 ”
05 ¢ -
2 161 <‘
S 0/ < oo
T 144 gb .
O (<) 104 o
A 24
:{ 1.2 £ E & ]
o 104 090900l 0 eaeeectecmecca==- g | | FoeiN
e o o Ofgo
5 o8 ;888 o1 o
: L. g 8% | | — —— UEU
[+ 00 Ogo
83 of Oo
0.4- aggga_go Op
°°§ o o
0.2 0
0-c T 1 T T
HCC TB HCC TB

Figura 12: Distribuicdo individual dos soros em teste imunoenzimatico (ELISA), da reatividade da imunoglobulina IgA as proteinas F1 ou

PPE59 em participantes com tuberculose pulmonar (TB) e contatos sadios, recentes e proximos de pacientes com TB (HCC). Nameros: soros com

reatividade elevada para ambos os antigenos; Linha tracejada: ponto de corte (cut off)

46



Estudos tém mostrado que varios antigenos sdo melhor reconhecidos pela resposta
imune entre os pacientes TB com maior carga bacilar. Assim, analisamos a reatividade
média de IgA para 0s antigenos propostos, estratificando os pacientes TB em baciliferos
e ndo baciliferos. Observou-se reatividade média de IgA mais elevada entre os SM™,
porém com diferenca significativa para o antigeno quimérico F1 (p=0,0002), mas nédo
para o PPE59 (p=0,075) (Figura 13, Tabela 4).

Reatividade média, significativa, de anticorpos IgA foi observada entre os
pacientes TB >34 anos relativo a idade dos HCC para ambos os antigenos (p<0,001).
Para PPES59 a reatividade média dos pacientes TB <34 anos foi significativamente menor
(p=0,05) entre os TB enquanto que para F1 ndo houve diferenca de reatividade quanto a
idade dentro de ambos os grupo, TB ou HCC (p= 0,13 vs p= 0,43), porém o0s pacientes
TB <34 anos versus o HCC foi significativamente maior (p<0,003). Estratificando a
populacédo de estudo por sexo, a reatividade média de IgA PPES9 foi significativamente
maior em TB do sexo feminino em relacéo ao grupo HCC de ambos o0s sexos (p <0,001).
Porém, para IgA F1 TB ambos os sexos mostraram uma maior reatividade comparado
com os HCC (p<0,0002). Os pacientes TB da etnia Guarani kaiowa apresentaram
reatividade média maior do que as outras etnias juntas (p<0,05), para ambos 0s antigenos.
As variaveis alcool, tabaco e cicatriz vacinal (BCG) estavam disponiveis apenas para 0s
pacientes TB e ndo se observou diferenca de reatividade média de Ac para ambos os Ag,

no grupo (Tabela 4).
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Figura 13: Distribuicdo individual da reatividade dos soros para a imunoglobulina IgA as proteinas F1 ou PPE59, em teste imunoenzimatico

(ELISA) no soro de pacientes com tuberculose pulmonar com microscopia de escarro positiva (SM*) ou negativa (SM"). *** Teste MannWhitney p=

0,0002; Linha tracejada: ponto de corte (cut off).
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Tabela 4: Analise quantitativa de imunoglobulina IgA reativa as proteinas PPE59 e F1,

expresso em média e desvio padrédo, de acordo com algumas caracteristicas demogréaficas

e laboratoriais dos 113 individuos do estudo, no periodo de 2011 a 2013.

ELISA- IgA

Média + Desvio Padrédo

PPE59 F1
Caracteristicas P P P P
B HCC B HCC
valor valor valor valor
Idade < 34 anos 0,77 +£0,30 0.05 0,71+0,36 " 02 0,93+0,40°¢ 0,60 +0,33¢ NS
Idade >34 anos 1,17 +0,45% 0,79+0,362 ' 1,17 + 0,41¢ 0,63+ 0,319¢
Feminino 0,958 + 0,27 ¢ 02 0,71+0,409 01 1,01+0,32°¢ 0,58 + 0,37 ¢ NS
Masculino 0,89 + 0,48 T 074+0329 1,03+ 0,47 f 0,6 +0,28 ¢f
SM positivo 1,0£0,42 - 1,22 £0,38 -
. 0,07 0,0002
SM negativo 0,78 £ 0,36 - 0,74 £ 0,30 -
Cultura Positiva 0,92 +0,41 0 1,02 £0,42 0
Cultura Negativa 0 0,73 £0,35 0 0,61 + 0,32
Tabagista 0,96 + 0,39 1,29 +£0,38
) 0,8 NI 0,1 NI
N&o tabagista 0,91 + 0,40 1,0£0,38
Etilista 0,77 £0,35 0,99 +0,49
. 0,1 NI 0,5 NI
Nao Etilista 0,96 + 0,40 1,0+0,37
Marca BCG
0,87 £0,30 0,97 £0,32
presente
0,8 NI 0,3 NI
Marca BCG
1,03+0,52 1,16 £ 0,43
ausente
Outras etnias * 0,73 +0,37 0,82 +0,43
Etnia Guarani 0,05 NI 0,05 NI
1,0+£0,40 1,12 £ 0,38

Kaiowa

+: etnia Guarani Nandeva (n=1), etnia Terena (n=5) e sem informacdo (n=6); TB- tuberculose confirmada; HCC:
contatos sadios, recentes e proximos de pacientes com TB. a= PPE 59- TB >34 x HCC >34 (p <0,0001); b= PPE
59- TB >34 x HCC <34, (p<0,001); c = F1- TB >34 x HCC >34 e <34 (p<0,0001); d= F1- TB <34 x HCC >34 e <34
(p< 0,003); e= F1- TB feminino x HCC feminino e masculino (p <0,0001); f= F1- TB masculino x HCC feminino e
masculino(p< 0,0002); g = PPE 59- TB feminino x HCC feminino e masculino (p<0,001). NS: néo significativo; NI =

ndo informado; SM: microscopia do escarro para bacilos alcool acido resistente; BCG: Bacilo Calmette-Guérin.
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5.5. Resultados gualitativos dos ELISA IgA anti PPE59 e anti F1

Baseada nas diferencas obtidas nas analises quantitativas dos testes soroldgicos
propostos foram realizadas analises de curva ROC para avaliar o potencial dos antigenos
PPE59 e F1 para o diagnostico da TB na populacéo indigena. Um resultado de anélise
significante da area sobre a curva (AUC) foi evidenciado para ambos os antigenos,
entretanto o ELISA-IgA F1 (0,805 + 0,046 [0,7139 a 0,8978 - 95%IC], p <0,0001)
mostrou habilidade mais significativa de discriminacgdo na TB que o ELISA-IgA PPE5S9
(0,668 +0,056 [0,5572- 0,7788], p = 0,003) (Figura 14).

ROC curve: ROC of F1 ROC curve: ROC of PPE 59
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60 60
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Figura 14: Curva Caracteristica de Operacdo do Receptor (ROC) do teste soroldgico para
tuberculose em pacientes indigenas. ELISA-IgA F1 (A) e PPES9 (B).

Curva ROC foi calculada em pacientes com TB e em contatos sadios, recentes e proximos de pacientes
com TB (HCC), AUC: érea sob a curva.

Tendo por base a curva ROC, o valor diagnéstico dos testes soroldgicos foi
analisado, e encontramos um cut off (ponto de corte) de 0,682 para IgA-F1 com razdo de
verossimilhanca positiva (RV*) de 3,42; e para IgA-PPE59 de 1,012 e RV* de 3,59 e
valores de RV™ menor para FI (0,24 vs 0,69), levando a uma predicdo de TB ativa com a

sensibilidade e especificidade descrita na tabela 5.

A sensibilidade do ELISA IgA usando a quimera protéica F1 foi mais elevada
(81%, IC: 64,8% - 92,0%) que a obtida com o PPE59 (37,8 %, IC: 22,5% - 55,2%). A
especificidade foi moderada para F1 (76,3 %, IC: 65,2% - 85,3%), enquanto para PPE59
obteve-se 89,5 % (IC: 80,3% - 95,3%). Para ambas as proteinas foi calculado o valor
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preditivo positivo (VPP) moderado (63% e 62 %, respectivamente) e alto valor preditivo
negativo (VPN) 73% e 89%, respectivamente.

A combinacdo dos resultados do ELISA-IgA para ambas as proteinas mostra que
a PPES59 ndo aumenta a sensibilidade, mas hd um pequeno decréscimo da especificidade
(72,3%), portanto, a associacdo dos resultados ndo melhora a acuracia do teste na

populacéo estudada (Tabela 5).
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Tabela 5: Sensibilidade e especificidade do teste ELISA para a detec¢do da imunoglobulina IgA que reconhecem as proteinas PPE59 e F1 em

pacientes com tuberculose pulmonar e contatos sadios, recentes e proximos de pacientes com TB (HCC), no periodo de 2011 a 2013.

ELISA- IgA
Sensibilidade Especificidade
AUC Cut off VPP (%) VPN (%) RV + RV -
Numero de positivo/total NUmero de negativo/total
(% [IC]) (% [IC])
PPE 59 0,668 1.012 14/37 (37,8 [22,5 - 55,2]) 68/76 (89,5[80,3 - 95,3]) 60 73 3,59 0,69
F1 0,805 0.682 30/37 (81 [64,8 - 92,0]) 58/76 (76,3 [65,2 - 85,3]) 62 89 3,42 0,24
PPE 59 + F1 NA NA 30/37 (81[65,8 - 90,5]) 55/76 (72,3 [61,4 - 81,2]) 58 88 2,93 0,26

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; AUC: area sob a curva; IC: intervalo de confianga 95%; RV: razdo de verossimilhanca positiva (+) e negativa (-

). NA: ndo se aplica
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Em estudos sorolégicos, um dos problemas descritos na literatura é o valor
diagnostico ineficiente nos casos de TB paucibacilar (SM°). Assim, a sensibilidade do
ELISA, baseado nos dois antigenos propostos (PPE59 e F1), foi avaliada nos pacientes
TB estratificados quanto aos resultados do SM. Mais uma vez, os antigenos mostram
performance diferente, os resultados ressaltam que a F1 detecta os casos de TB SM* quase
na mesma propor¢cdo que o SM (95,4 %, IC%: 78,2 — 99,7; 21/22), com a vantagem
adicional de detectar 60 % dos casos TB SM™ (60 %, 1C%: 19,8 — 64,2; 9/15) (Figura 13
e tabela 7). O antigeno PPE59 é pouco reconhecido pela IgA dos soros dos TB SM* (45%,
IC%: 23,2 -61,2; 10/22) assim como produzem niveis de Ac acima do cutoff em apenas
um quarto dos TB SM™ (20 %, 1C%: 48,0 — 89,1; 4/15) (Figura 13 e tabela 7).

A combinacao dos resultados de ELISA e SM sdo mostrados na tabela 6. Ambos
0s testes soroldgicos agregam positividade ao SM, mas a sensibilidade foi
significativamente mais elevada quando combinada aos resultados do ELISA IgA F1
(p=0,04), embora seja um ligeiro aumento comparado ao ELISA F1 per si (83,8% [68%-
92%] vs 81% [64,8 - 92,0]).

Tabela 6: Sensibilidade da microscopia de escarro (SM) e a sua combinacdo com 0s
testes sorologicos baseados nos resultados do ELISA-IgA para a PPE 59 ou F1 em

pacientes com tuberculose pulmonar, no periodo de 2011 a 2013.

Combinacédo dos Resultados

p valor
Namero +/total (%) [IC 95%]
+ + SM* vs SM* vs
SM SMPPES9 SMFL SM*/PPE59 SM*/F1
22137 (59) 26/37 (70,2) 31/37 (83,8)

0,47

0/ - 0,
[43%-74%) [54%-82%) [68%-92%]

0,04

SM: microscopia de escarro; IC: intervalo de confianca; Valor de p: teste chi quadrado
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Acompanhando as analises quantitativas, as analises qualitativas da positividade
de IgA anti PPE59 e anti F1, relativas as caracteristicas dos participantes do estudo,
mostram ndo haver diferenca significativa na frequéncia de positividade em funcéo das
variaveis descritas na tabela 7, exceto, para a PPE59 em pacientes TB >34 anos idade
(p<0,0097) e, como ja descrito para F1 em pacientes SM* (p=0.0001), ja entre os
pacientes TB/SM-, diferenca significativa na positividade do teste comparando TB vs
HCC foi evidenciada (p=0,01), o que é contrario aos achados para PPE59. Dentro do
grupo TB a F1 identificou a maioria dos individuos ndo vacinados com BCG (10/11; 90,9
%) e em 77,7% (14/18, p= 0,36) dos vacinados com BCG. Notemos, que a frequéncia de
imunoreatividade de PPE59 ou F1 ndo é influenciada pelas variaveis consumo de alcool,
tabagismo ou mesmo etnias, ndo sendo encontrada diferenca significativa no percentual
de positivos entre os grupos de individuos com presenca ou auséncia destas variaveis (p=
0,12).
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Tabela 7: Positividade para a imunoglobulina IgA reativa as proteinas PPE59 e F1 em
relacdo as caracteristicas demogréaficas, étnicas e laboratoriais dos 113 individuos com
tuberculose pulmonar e contatos sadios, recentes e proximos de pacientes com TB (HCC),
no periodo de 2011 a 2013.

ELISA- IgA
NUmero +/total (%)
PPE 59 F1
Caracteristicas B P C P B p C P
(N=37) valor (N=76) valor (N=37) valor (N=76) valor
Idade < 34 anos 5/23 (21,7) 0.009 4/40 (10) 17/23 (73,9) 10/40 (25)
0097 0,7 0,15 0.6
Idade > 34 anos 9/14 (64,2) 4/30 (13,3) 13/14 (92,8) 6/30 (20)
Feminino 6/14 (42,8) 0.6 2/29 (6,9) 065 12/14 (85,7) 06 5/29 (17,2)
Masculino 8/23 (34,7) 6/47 (12,8) ' 18/23 (78,2) ’ 13/47 (27,6)
SM positivo 10/22 (45) - 21/22 (95,4) -
0.2 0,0001
SM negativo 4/15 (20) 8/76 (10,5) 9/15 (60) 18/76 (23,7)
Cultura positiva 14/36 (38,8) - 30/36 (83,3) -
0,4 0,03
Cultura negativa 0/1% (0) 8/76 (10,5) 0/1 (0) 18/76 (23,7)
Tabagista 2/6 (33,3 6/6 (100
9% (333 09 NR (100) 0,2 NR
N&o tabagista 9/25 (36) 20/25 (80)
Etilista 2/7 (28,6) 6/7 (85,7)
, NR 0,9 NR
Nao Etilista 9/24 (37,5) 20/24 (83,3)
Marca BCG presente  7/18 (38,8) 14/18 (77,7)
0,5 NR 0,3 NR
Marca BCG ausente  3/11 (27,3) 10/11 (90,9)
Outras etnias * 3/12 (25) 8/12 (66,6)
0,4 NR 0,1 NR
Etnia Guarani Kaiowd  10/25 (40) 22/25 (88)

+: etnia Guarani Nandeva (n=1), etnia Terena (n=5) e sem informag&o (n=6); TB: individuos com TB

pulmonar confirmada; HCC: contatos sadios, recentes e proximos de pacientes com TB. Valor de p: teste

chi quadrado; SM: microscopia de escarro; NR: ndo realizado; BCG: Bacille Calmette-Guérin; #: cultura
contaminada. *y? Ficher exact (p=0,01) para positividade de F1 entre TB x HCC (SM-)

55



Ao analisar fatores que podem estar associados com a positividade do teste
ELISA-IgA no grupo TB (tabela 8) para as proteinas PPE 59 e F1, evidenciou-se que 0
Unico fator associado a positividade do teste, significativamente, foi para os individuos
com SM positivo para a proteina F1, que tem 14 vezes mais chances ter sorologia positiva
do que os individuos com SM negativo (OR=14,0 ;p=0,01). Ser fumante (OR= 0,8; p=
0,55) foi considerado fator de protecéo para a positividade do teste para a proteina F1, o
que pode estar associado ao baixo numero amostral. Apenas a cultura foi considerada
fator associado para a positividade do teste para ambas as proteinas, porém sem diferenca
significativa (OR=1,5; OR= 6,0, respectivamente).

Tabela 8: Razdo de chances (OR) em relacdo as variaveis clinicas, laboratoriais e 0s
habitos dos indigenas do estudo para a positividade do teste de ELISA-IgA para as
proteinas PPE59 e F1.

ELISA IgA
Caracteristicas PPE59 Fisher's F1 Fisher's
OR(IC) Exact Test OR (IC) Exact Test

Sexo 2,1(0,51-8,7) 0,47 1,7 (0,28-10) 0,68
Marca BCG 1,3 (0,26-6,9) 0,53 0,35 (0,03-3,6) 0,62
SM 2,8 (0,6-12,7) 0,29 14,0 (1,5- 133,6) 0,01
Cultura 1,5 (1,19- 1,89) 0,67 6,0 (2,9-12,5) 0,18
Idade 3,6 (0,9- 15,2) 0,14 4,6 (0,49 -42,9) 0,21
Fumantes 1,3 (0,2-8,7) 0,55 0,8 (0,65 - 0,97) 0,55
Etilicos 0,3 (0,03-3,3) 0,63 1,2(0,11-12,8) 0,68
Etnia 1,7 (0,36- 7,9) 0,71 3,7(0,67-20,1) 0,18

BCG: Bacilo Calmette-Guérin; SM: microspopia em escaro para deteccdo de bacilo alcool acido
resistente. IC: intervalo de confianga 95%
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6. DISCUSSAO

Existem trés razdes principais para a falha no controle da TB. A primeira ¢ a falta
de uma ferramenta de diagnostico simples, rapida, de baixo custo e precisa. Todos 0s
anos, cerca de 3 milhdes de casos de TB sao perdidos pelo sistema de saude devido a uma
combinacéo de subnotificacdo de casos detectados e/ou por ndo ser diagnosticado, devido
a baixa sensibilidade da microscopia de escarro, que ¢ a ferramenta de diagnéstico mais
utilizada no mundo. O segundo é o surgimento e expansdo de Mth multirresistentes (MR),
com um numero estimado de 558.000 apenas em 2017. O terceiro € a falta de vacinas
eficazes, ja que a Unica vacina licenciada e em uso é a BCG, que ndo impede a transmissao
de Mtb (WHO?, 2019). Além desses fatores é importante considerar os determinantes
sociais, como as condi¢des de iniquidade no acesso a seguranga alimentar, as condi¢des
de moradia, além de barreiras financeiras, geograficas e culturais para 0 acesso ao servico
de saude. A falta dessas condigdes influencia diretamente sobre o curso da TB,
principalmente no acesso ao diagndstico e no acompanhamento do tratamento (Maciel?
etal., 2012).

Ha& uma necessidade urgente de diagnosticos acurados para deteccdo rapida,
permitindo o inicio precoce do tratamento, com consequente redugdo das taxas de
tuberculose ativa. Os testes de deteccdo de Ac especificos sdo utilizados para o
diagnostico de muitas doencas infecciosas e poderiam potencialmente auxiliar no
diagndstico da TB. Os testes soroldgicos possuem simplicidade tecnoldgica e podem ser
formatados para testes do tipo POC, além de permitir a rapida liberacdo dos resultados se
adaptados a plataformas imunocromatograficas, lateral flow ou de microchips. Inovacdes
de diagnostico para TB, incluindo solucBes em locais de atendimento, séo criticas para
alcancar os objetivos do END-TB 2035, proposto pela OMS. A prioridade é um teste
répido, baseado em biomarcadores, para detectar TB ativa com o objetivo de iniciar
rapidamente o tratamento. A segunda maior prioridade é um teste de triagem, que pode
ser baseado em biomarcadores, e com alta sensibilidade, que possa descartar a doenca,
ser usado para encaminhar pacientes aos testes confirmatdrios, ou identificar pacientes
com sintomas ou com fatores de risco para TB (Yoon'? et al., 2017; Yerlikaya'® et al.,
2017; Ahmad*®® et al., 2019). Para contribuir para a resposta a estas prioridades avaliamos
o0 potencial de duas proteinas especificas para Mtb, F1 e PPE 59, a fim de acessar a

acuracia dos testes soroldgicos e avaliar a utilidade da ferramenta no diagndstico rapido
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na deteccdo do biomarcador IgA de soro reativos a proteinas especificas de Mtb, em

populacéo indigena.

Segundo a OMS o uso de testes soroldgicos comerciais ndo é recomendado, pois
evidéncias cientificas descrevem inconsisténcias na sensibilidade e especificidade para
diferentes formas clinicas da TB (Steingart kr'®!et al., 2007a, 2007b). Entretanto, a
mesma reconhece a importancia de desenvolver estudos com biomarcadores que possam
ser formatados para um rapido e acurado diagndstico da TB (WHO?, 2017).

Né&o se conhece a real funcdo da PPE59 no metabolismo de Mtb, mas sabe-se que
induz resposta imune mediada por células, assim como a imunidade humoral (Chen’ et
al., 2009; Mulinari®, 2016; da Silva® et al., 2019). Foi descrito que a PPE59 possui
imunodominancia para IgA, com sensibilidade de 53% em grupo TB pulmonar de ndo
indigenas do Brasil. Ja em grupos de imigrantes da Europa, Asia e Africa a sensibilidade
para TB pulmonar decresceu para 38,1%, e nos casos extrapulmonares foi ainda mais
baixa (28%), todos com especificidade fixada em 97% (Mulinari®, 2016). Em estudo
recente da Silva® et al.(2019) demonstraram, pela primeira vez, diferencas significativas
de reatividades médias na deteccdo de IgA anti-PPE59 em liquido pleural de pacientes
com TB pleural (TBpl), obtendo sensibilidade maior (62,1%) que a descrita na TB
pulmonar e TB extrapulmonar de diferentes areas geograficas (Mulinari®, 2016).
Entretanto a alta especificidade (95%) foi mantida. Porém, no soro dos pacientes TBpl a
sensibilidade da IgA anti-PPE59 foi a mais baixa quando comparado ao liquido pleural
(13,8%). O presente estudo descreve individuos com TB de etnias indigenas com
frequéncia de reatividade igual a obtida para imigrantes da Europa, Asia e Africa,
corroborando os resultados de Mulinari®, e mantendo especificidade proxima de 90%.
Portanto, embora a PPE seja reconhecida por IgA com baixa sensibilidade, esta tem boa
especificidade, sendo este resultado consistente em individuos de diferentes backgrounds
geneticos.

Os Ag que compdem a nossa quimera F1,constituida pelos antigenos MPT64 e
MT10.3, foram avaliados isoladamente na TBpl (Kaisermann® et al. 2005), resultando
em sensibilidade moderada (72%) e os seus resultados combinados aumentaram
ligeiramente a sensibilidade para 76% em ELISA IgA de liquido pleural, com 96% de
especificidade. Da Silva® et al. (2019) também avaliaram ambas as proteinas
isoladamente, porém observaram sensibilidade mais baixa para MT10.3 (20.7%) e
MPT64 (24.1%), mantendo alta a especificidade (95%). Ja Aradjo® et al. (2010)
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simplificaram o teste fusionando essas duas proteinas integras (MT10.3: MPT64 ou F1),
0 que aumentou a acurécia para a deteccdo de IgA de casos paucibacilares de TB pleural,
com sensibilidade de 81.4%, sem alterar a especificidade (95,5%) em relagdo as proteinas
isoladas. Da Silva® et al. (2019) validaram a proteina F1 em casos suspeitos de TBpl,
confirmando ser o ELISA IgA F1 em fluido pleural altamente promissor na deteccgdo de
tuberculose pleural (86,2%). No presente estudo, o teste de deteccdo de IgA F1 em soro
de indigenas com TB pulmonar foi ensaiado pela primeira vez, mostrando sensibilidade
similar (81%) a obtida no fluido pleural de TBpl, embora com moderada especificidade
76,3%. Estes resultados sugerem que nao ha heterogeneidade de resposta imune para a
quimera F1 relativa ao background genético dos pacientes. Mas notemos que a
especificidade diminuiu e isto pode estar associado ao grupo de contatos sadios, recentes
e préximos de pacientes com TB (HCC) utilizado, pois embora os individuos fossem
indigenas sadios, estes eram contatos recentes dos pacientes com TB ativa. Assim, sendo
esta proteina altamente imunogénica na TB, os HCC com ELISA IgA positiva podem
estar em um dos estagios da infecgdo por Mtb (Drain”” et al., 2018). Atualmente, o estado
da arte da infeccdo por Mtb teve o conceito dualista da TB revisado, introduzindo-se mais
dois estagios da clinica entre a LTBI e a TB ativa, isto é, a infec¢do incipiente e a
subclinica (Achkar & Jenny-Avital'*!, 2011). Entretanto, o estudo base n&o foi desenhado
para acompanhar prospectivamente e nem coletar soro dos contatos recentes de pacientes
com TB ativa da populacéo indigena. Assim, ndo temos como afirmar que os contatos
IgA F1 positivos estariam ou ndo evoluindo nos estagios da infeccdo por Mtb. Portanto,
estudos soroldgicos com a F1 merecem ser avaliados em contatos recentes de TB ativa
para investigar prospectivamente o potencial preditivo dos casos IgA F1 positivos
estarem em risco de desenvolver doenca ativa.

Vérios autores descrevem, em diferentes populagdes indigenas, uma relagao
inversa entre a cobertura vacinal e a reatividade ao teste cutaneo a tuberculina (TCT).
Malacarne!*? et al. (2016) identificaram que 95% dos indigenas apresentavam cicatriz de
BCG, havendo uma proporcao substancial de individuos com TCT néo reator (59,7%),
mesmo entre aqueles imunizados recentemente. Zembrzuski® et al. (2010) observaram
uma taxa de 74,4 % de individuos TCT nao reator entre os indios Xavante (MS) na regido
Centro-Oeste do Brasil, apesar da cobertura vacinal com BCG ser alta (> 90%). Ainda,
Escobar’™ et al. (2004) observaram TCT ndo reator em 58,4% dos Wari (Pakaandva),
enguanto nos indigenas de etnia Surui, 27,1% apresentaram rea¢cfes < 5 mm, incluindo

individuos com revacinacéo recente por BCG (Basta!'? et al., 2006b). As razdes da baixa
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reatividade do TCT entre individuos indigenas com cicatriz de BCG permanecem
incertas. Ndo ha dados referente ao TCT na populacdo indigena do nosso estudo, o que
ndo permite a comparacgao. Porem, no grupo TB, o ELISA-IgA F1 identificou 77,7% dos
pacientes vacinados e 90% dos pacientes sem cicatriz BCG, mostrando que a reatividade
da proteina ndo é influenciada pela vacinacdo. No grupo HCC de indigenas, uma forte
reatividade de IgA anti-F1 foi observada em pequeno grupo de individuos, sugerindo que,
para a populacdo indigena, a F1 poderia ser uma alternativa ao TCT na deteccdo daqueles
que tem potencial risco de progredir para a doenca. Entretanto, estudos prospectivos
devem ser realizados para confirmar esta possibilidade. Notemos que o grupo HCC foi
formado por contatos recentes dos casos de TB que possuiam rela¢do de proximidade
residencial e social. Mas, por ndo apresentarem, no momento do estudo base, nenhuma
sintomatologia respiratoria os testes convencionais, cultura e baciloscopia de escarro,
foram realizados para o diagnéstico, mas ndo havia indicacbes para realizar o
acompanhamento.

Em relacdo ao estudo de contatos de TB na populacdo indigena, € importante
mencionar que em Dourados, de 1996 a 1999, a prevaléncia de TB na popula¢do Guarani
Kaiowa era em média de 740 casos por 100.000 hab., com alta taxa de abandono (20%)
do tratamento (Marques & Cunha'*#, 2003). Estudos realizados na virada do século (2002
— 2008) mostram reducdo de 90% na taxa de abandono do tratamento de TB (20% vs 2%)
e reducdo de 63% na taxa de notificacdo de TB na reserva indigena (740/100.000 hab. vs
260/100.000 hab.) (Croda™ et al., 2012). Atualmente é recomendado realizar a busca
ativa de sintomaético respiratorio (SR), isto é, com tosse independentemente da sua
duracdo, em toda a populacao indigena de forma continuada para uma avaliacgdo clinica e
laboratorial. Uma vez confirmada a TB, ¢ oferecido o TDO (Brasil?, 2019). Porém, essas
medidas ndo tém a eficicia necessaria para o controle, sendo fundamental a busca por
novos métodos que possam avaliar o risco de progressdo para a doenca, quebrando a
cadeia de transmissdo da TB.

Na ultima década, varios biomarcadores com potencial diagndstico que poderiam
ser desenvolvidos como ensaios de POC foram identificados. No entanto, poucos estdo
disponiveis atualmente. Uma revisdo recente de 399 biomarcadores adequados para o
POC concluiu que apenas 12 foram validados prospectivamente e apenas um havia
alcancado o endosso da OMS para pacientes com HIV (LAM) (Yerlikaya'® et al., 2017).
Recentemente, um estudo prospectivo em individuos HIV positivos relatou 89% de

sensibilidade do LAM quando comparado com a cultura, e sensibilidade semelhante a
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triagem baseada nas regras da OMS, quando comparada aos testes Xpert MTB / RIF
(Yoon®3etal., 2017).

Sanchez-Rodriguéz!®® et al. (2002) analisaram a resposta de Ac 1gG a Ags de
filtrado de cultura por immunoblot e ELISA para detec¢do de IgG com melhor reatividade
em um grupo de indios Totonaca (México) com TB pulmonar. No immunoblot, o Ag 85
foi o melhor reconhecido (45,8%; 22/48) e os resultados no ELISA foram mais elevados
(S=70%; Sp= 100%). Os titulos positivos para o Ag85 foram correlacionados com o0s
quadros menos avancados e com a resposta & quimioterapia, embora o grupo controle
fosse de apenas 10 individuos sadios. Araujo®’ et al. (2004) avaliaram a resposta de Ac
especificos (IgA serica, IgG, IgE e sIgA saliva) para trés Ag especificos (PPD, HSP60,
38 kDa) de Mth, em 80 amostras de soro e saliva de criancas indigenas Warao (34 TB e
46 contatos), pela técnica de ELISA. As slgA 38 kDa, 1gG-HSP60 e IgA, IgG e IgE anti
PPD apresentaram variacdo de sensibilidade entre 26,5% e 38,2% e especificidade entre
77,4% e 97% e a combinacdo anti-PPD IgG/IgE e 38 kDa slgA saliva mostrou
sensibilidade de 64,7% e especificidade de 81,8%. Araujo®! et al. (2008) também
avaliaram respostas imunolodgicas de diferentes isotipos (IgM, 1gG, IgE, slgA) entre
indigenas (Warao) e ndo-indigenas (Crioulo) utilizando os antigenos PPD e 38 kDa por
ELISA. Foram realizadas combinacBes entre os isotipos estudados e os resultados
mostraram que ha diferencas no reconhecimento entres os dois povos. Porém, as
reatividades dos testes ou apresentaram alta sensibilidade ou alta especificidade.

Comparados a estes estudos, a F1, aqui avaliada, fornece resultado mais proximo
de um OMS TPP2 (triagem) de perfil minimo (S=90% e Sp=70%). Isto é importante,
pois a acuracia do teste pode ser reforcada adicionando outras moléculas antigénicas.
Porem, considerando que a populagéo indigena tem altos indices de TB e precariedade
no acesso ao diagndstico e tratamento, uma vez validada a presente acurécia da F1, esta
poderia se constituir em uma ferramenta Util para auxiliar na identificacdo dos
sintomaticos suspeitos de TB. Os estudos comparativos da sorologia e SM apoiam em
parte esta sugestdo. Ambos os ELISAs, PPE59 e F1, adicionaram positividade ao SM,
que € também um método simples, rapido e de baixo custo, mas apenas IgA F1 identificou
com sucesso todos os SM+ (95,4%), exceto um, e ainda detectou 60% dos paucibaclares
(SM-). Considerando que os SM+ séo prioritarios na identificacdo precoce, a sorologia
F1 tem potencial para auxiliar na selecdo destes casos e consequentemente também na

interrupcéo da transmisséo da doenca.
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Um teste de triagem com alto VPN e VPP moderado pode estratificar a populacao
suspeita de TB, para 0s quais 0 monitoramento € apropriado, versus aqueles que precisam
de acesso a diagndsticos avancados e mais caros, como GeneXpert e cultura (Yerlikayal®’
et al., 2017). Em nosso estudo, a PPES9 e, principalmente, a F1 produziram um VPP
moderado (60% e 62%, respectivamente) e mais alto VPN (73% e 89%, respectivamente).
Portanto, 0s nossos resultados mostram que o0s testes sorologicos sdo encorajadores para
0 auxilio no diagnostico.

Amicosante'® et al. (2017) realizaram um inquérito com um total de 723
entrevistados de 114 paises, e concluiram que mais de 80% dos especialistas aceitariam
um novo teste para o diagnostico rapido da tuberculose ativa se esse fosse oferecido a um
preco acessivel. E quase metade dos especialistas pesquisados declararam que aceitariam
um novo teste para o diagnostico de tuberculose mesmo na auséncia de dados robustos
sobre o desempenho do teste, desde que desenvolvido segundo os critérios da OMS, o
que indica que os métodos atuais ndo suprem muitas das dificuldades diagnosticas, seja
na questdo financeira, de desempenho ou de acesso. Portanto, o teste sorologico aqui
desenvolvido, principalmente para a F1 tem potencial para ser mais extensivamente
avaliado em estudos prospectivos em populagéo indigena.

As limitacGes deste trabalho sdo varias, mas destacamos a auséncia de
informacdes clinicas e sociodemograficas do grupo HCC, impossibilitando uma andlise
mais discriminatdria, inclusive o ndo acompanhamento ao longo de pelo menos dois anos
seguintes a coleta do soro. Outra limitagdo foi o baixo nimero de pacientes com TB
pulmonar, limitando nossas inferéncias, mas o0s resultados da sorologia sao

representativos do quadro de TB SM*.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo, do ponto de vista clinico, mostraram que o
ELISA IgA F1 identificou a totalidade dos casos baciliferos e 60% dos casos
paucibacilares, portanto revestindo-se de certa superioridade em relacdo a SM. O grupo
HCC, contatos recentes de TB, apresentaram resultados acima do cutoff nos ELISAs em
10% dos individuos para a PPE59 e em 20% dos individuos para F1, dos quais
reatividades para ambos os Ag em magnitude similar foi evidenciada em 5 individuos
HCC. Portanto, estudos prospectivos devem ser assegurados para avaliar o risco de
adoecimento. Considerando que o teste tem potencial para formatacdo POC, esses Ag,
principalmente o F1, tém potencial interesse como ferramenta para auxiliar no controle
da TB em éreas negligenciadas como as populac¢des indigenas, e validacdo prospectiva
em suspeitos de TB merece ser realizada.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar a prova de conceito da aplicabilidade da F1 na deteccdo de Ac por teste

mais simples em membrana (imunodot).

e Realizar estudos prospectivos em sintomaticos respiratdrios suspeitos de TB para

validar o teste.

e Buscar novos marcadores especificos de Mtb, com potencial imunodiagndstico,
que juntamente com a F1 se conforme ao perfil TPP méximo recomendado pela
OMS.

e Avaliar o potencial imunoldgico da F1 em outros grupos étnicos.
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